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Ces medecins qui vieillissent 

Ilya quelques annees I’Academie nationale de medecine a propose une formule 
juste pour tester la capacite des automobilistes senescents a conduire, au moyen 
d’examens biomedicaux periodiques a mesure de I’avancee en age, la voiture 
favorisant une autonomie dont on ne peut les priver sans raison. 

Doit-on faire de meme pour evaluer la capacite a continuer d’exercer des pro- 
fessionnels de sante, au-dela d’une limite fixee arbitrairement a 65 ans. Le sujet 
est serieux, il a ete aborde dans une reunion de I’AMA 1 , 1’Association medicale 
americaine. Bref, faut-il des directives nationales (guidelines) pour tester la 
capacite d’un medecin a continuer d’exercer malgre son age? 

A ce propos, la demography medicale frangaise va mal, en regions ce deficit 
fait I’objet de reportages televises, qui nous montrent souvent des medecins 
vieillissants, qui ne veulent pas abandonner leurs patients, leurs families, tandis 
qu’a la fac de futurs medecins se revent specialistes en ville. 

Le ministere vient de reconnaitre que le contrat d’engagement de service public, 
destine a amener des generalistes a la campagne, ne fonctionne pas bien. 
Avec le developpement des maisons de sante en milieu rural et I’insuffisance 
de recrutement pour ce milieu, la question du vieillissement des praticiens y 
exergant se posera. 
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Bref, les vieux medecins vont-ils peupler villages et campagnes? Les Etats-Unis 
connaissent aussi ce probleme: la-bas, il y a des zones de penurie demogra- 
phique, et des vieux medecins qui ne veulent pas lacher la rampe. Depuis 1 975, le 
nombre de medecins d’au moins 65 ans a plus que quadruple, ils etaient 241 000 
en 2013. La question se pose d’evaluer leurs competences, en ville, a la cam- 
pagne, et a I’hopital ou la-bas, ils ne sont pas pousses a prendre leur retraite... 

La reunion de I’AMA a aborde la legalite de revaluation des medecins ages, 
evaluation (screening) des pratiques en fonction de I’age - en tenant compte 
des effets variables de la senescence sur la competence - de I’incertitude sur la 
fagon de tester les fonctions cognitives et motrices - des effets d ’autres variables 
sur les competences et les performances, etc. L’AMA compte sur les medecins 
pour s’auto-evaluer en fonction de leur age, quitte a les aider a admettre leur 
savoir-faire declinant (recognize their declining skills ) ! 


1. www.ama-assn.org 
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Conseil scientifique 


PRESIDENT: Paul LAFARGUE (Paris). 

BUREAU: Bruno BAUDIN (Paris), Dominique CHABASSE (Angers), Alain CHEVAILLER 
(Angers), Eric GARNOTEL (Marseille), Michele IMBERT (Creteil), Marie-Laure JOLY- 
GUILLOU (Angers), Marc MAYNADIE (Dijon), Michel SEGONDY (Montpellier). 

COMITE: 

MEMBRES FRANGAIS: Frederic BARBUT (Paris), Patrice BOUREE (Le Kremlin-Bicetre), Rene 
CHERMETTE (Maisons-Alfort), Claude GUIGUEN (Rennes), Paul HOFMAN (Nice), Frangois 
JEHL (Strasbourg), Said KAMEL (Amiens), Marie-Nathalie KOLOPP-SARDA (Lyon), Jean- 
Jacques LATAILLADE (Clamart), Jean-Philippe LAVIGNE (Nimes), Jerome LE GOFF (Paris), 
Michele MALET (Caen), Vincent MARECHAL (Paris), Denis MASSIGNON (Lyon), Thierry 
MOLINA (Paris). 

MEMBRES ETRANGERS: Smail BELAZZOUG (Algerie), Ahcene DEMBRI (Algerie), 
Hicham OUAZZANI (Maroc), Lassaad SARRAI (Tunisie), Abderrahim TAZI (Maroc). 

MEMBRES HONORAIRES: Marie-Helene BESSIERES (Toulouse), Jean-Louis KOECK 
(Bordeaux), Anne-Marie MANEL (Champagne-au-Mont-d’Or), Jean-Claude NICOLAS 
(Chatou/Princeton, USA), Michel VAUBOURDOLLE (Paris). 
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EVALUATION 


Abusus non tollit usum 


Prestations de conseil (1 1) 


Vascularite 
et maladie de Horton 

Une femme de 62 ans se presente au labora- 
toire avec une prescription de son generaliste 
pour bilan d’asthenie avec amaigrissement et 
fievre moderee. En salle de prelevement , le 
biologiste complete les renseignements cli- 
niques: la patiente declare rapparition recente 
de cephalees soudaines et se plaint d’une rai- 
deur musculaire au niveau du cou et des epaules 
ainsi que de troubles visuels fugaces (brouillard, 
reduction du champ). De plus elle mentionne 
des douleurs du cuir chevelu en se coiffant. 



Resultats biologiques 

Les resultats des examens biologiques effectues 
indiquent P existence d’un syndrome inflammatoire 
avec anemie (Hb =110 g/L, VS 1 re heure = 70 mm, 
CRP = 90 mg/L). Les ASAT, ALA et PAL sont a 
deux N ; une hyperleucocytose neutrophile et une 
thrombocytose sont egalement notees. L’electro- 
phorese confirme le syndrome inflammatoire avec 
hyper IgA polyclonale. 

Devant ce bilan associe a I’anamnese, la concer- 
tation clinico-biologique conduit a evoquer une 
vascularite et tres probablement une maladie de 
Horton (voir encadres 1 et2). 

Elle sera traitee par corticotherapie sans attendre 
le resultat de la biopsie temporale car c’est une 
urgence Clinique (risque de cecite bi-laterale). 

Enfin, c’est juste mon avis. 

Claude Naudin 
clnaudin@numericable.fr 


Encadre 1 


Classification anatomo-clinique des vascularites 


•Vascularites necrosantes 

(type periarterite 

noueuse - PAN) 

- concerne la femme ou 
I’homme quel que soit Page, 
les manifestations cutanees, 
neuromusculaires et renales 
sont les plus frequentes, 

- la morbi-mortalite est associee 
aux infarctus et anevrysmes, 

- association possible 
avec un Horton. 

•Vascularites 

leucocytoclasiques 

- type angeite d’hypersensiblite, 

- type purpura rhumatoide. 


• Arterites lymphocytaires 

maladie de Takayashu 

(enfant et jeune femme). 

• Les arterites 

« granulomateuses » 

- maladie de Horton, 

- les angeites de type Churg et 
Strauss, 

- atteinte pulmonaire 
et eosinophilie, 

- la granulomatose de Wegener 
predomine chez I’adulte avec 
presence d’ANCA (Ac anti- 
cytoplasme des PN); 
atteinte des voies aeriennes 
superieures et des poumons 
et glomerulonephrites. 


Encadre 2 


Maladie de Horton 


• La maladie de Horton (arterite giganto-cellulaire) est une 
panarterite a cellules geantes segmentaire et plurifocale 
(vaisseaux de moyen et de gros calibres) du territoire cepha- 
lique dont I’artere temporale. 

• Avant 50 ans la maladie reste exceptionnelle, P atteinte feminine 
la plus frequente. Asthenie, fievre, amaigrissement peuvent 
etre les seuls signes prodromiques. Les cephalees sont retrou- 
vees dans environ 60 % des cas et sont souvent revelatrices. 

• La bi-lateralisation de I’amaurose peut survenir dans un delai 
bref de un a quelques jours. 

• II existe une association avec la presence de Pantigene 
HLA-DR4 (allele HLA-DRB1*04). 

• Signes locaux temporaux, avec diminution de la pulsatilite 
d’une artere temporale. 


• Manifestations ischemiques le plus souvent oculaires sur- 
venant dans un contexte inflammatoire. 

• Sensibilite de Partere temporale a la palpation ou diminution 
du pouls temporal. 

• Vascularite sur une biopsie arterielle caracterisee par 
un infiltrat de type granulomateux (cellules geantes 
multinucleees). 

• Implication des T lymphocytes et profil de secretion TH1 
des cytokines. 

• La corticotherapie est le seul traitement permettant de 
supprimer la symptomatologie et de diminuer le risque de 
cecite (0,7 mg/kg/jour de Prednisone). 

• L’adjonction d’un traitement anticoagulant ou antiagregant 
plaquettaire est recommandee. 
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Lyme: il n’y a pas 
o que B. burgdorferi 

o 

f Des scientifiques de la Mayo 
| § Clinic (Rochester) ont rapporte 
f | la decouverte d’une seconde 
espece de bacterie dont les 
tiques seraient le vecteur et qui 
serait impliquee dans la maladie de Lyme. On 
connaissait Borrelia burgdorferi, nommee d’apres 
le bacteriologiste americain Willy Burgdorfer qui 
I’identifia. Cette bacterie a ete nommee Borrelia 
mayonii, d’apres la Mayo Clinic, dont les bacte- 
riologies ont vu passer une dizaine de patients 
porteurs en 2 ans, sur quelque 9000 examines. 
Leurs observations sont parues recemment dans 
The Lancet Infectious Diseases. Comme burgdor- 
feri, mayonii est propagee par la morsure de tique 
a pattes noires aux USA. Signes et symptomes 
sont similaires: fievre, cephalee, rash, douleur 
de la nuque dans les jours de I’infection, douleurs 
articulaires et arthrite dans les semaines suivantes. 
Discriminer entre les deux vecteurs n’est pas tou- 
jours facile. Letestde diagnostic de la maladie de 
Lyme 1 devraits’appliquer au nouveau vecteur, le 
traitement antibiotique est le meme, selon les CDC. 
La detection de B. mayonii reste rare. 

1. https://labtestsonline.org/understan- 
ding/analytes/lyme/ 

De la ceramique 
pour reparer I’os 

De nouveaux materiaux en 
bioceramique resorbable 
destines aux fractures os- 
seuses pourraient bientot 
etre accessibles en Europe, 
grace au projet de recherche RESTORATION, qui a 
etudie notamment 3 types de remplacement : man- 
dibule, vertebras et genoux. Le projet, coordonne 
par I’Universite de Newcastle 1, a developpe des 
biocomposites en ceramique resorbable pour des 
applications orthopediques et maxillo-faciales, qui 
peuvent imiter la structure de I’os et sont congus 
pour se conformer aux exigences mecaniques 
des sites d’implantation. Ces ceramiques sont 
bioactives, elles s’ integrant litteralement aux tissus. 
Exemples de developpements: un materiau en 
bioceramique pour comblements osseux, un tam- 
pon imprimeen 3D pour le traitement de lesions 
osteo-chondrales, une pate en polymeres et un 
ciment en composite osteo-inductif injectables 
dans une vertebra lesee. D’autres technologies 
sont au stade developpement precoce et de pre-re- 
cherche avant commercialisation, tels une nouvelle 
conception de plaque pour fixation de fractures 
maxillo-faciales et un materiau injectable pour 
reparation osteo-chondrale. 

1. www.ncl.ac.uk 



Ebola : un traitement experimental 
protege les modeles animaux 

Un anticorps monoclonal derive des anticorps anti-Ebola isoles d’un 
sujet ayant survecu a une maladie a virus Ebola (MVE) a montre un effet 
protecteur contre le developpement de celle-ci chez des primates non 
humains (macaques), meme apres une administration volontairement 
retardee de cinq jours suivant leur exposition a de fortes doses du virus. 
La prochaine etape est la verification de la pertinence de ce traitement 
chez rhumain. 


Cette approche originale pour un candi- 
dat-traitement de la MVE a ete presentee 
par une equipe du National Institute of 
Allergy and Infectious Diseases (NIAID), 
Tun des instituts specialises au sein des 
NIH americains. Le Dr Nancy J. Sullivan et 
coll, ont publie leurs observations concer- 
nant la fagon de generer des anticorps 
monoclonaux (ACM) a partir du serum 
de survivants a une MVE ancienne. Deux 
articles sur ce theme sont parus on line 
dans Science le 25 fevrier. 

L’equipe du NIAID a preleve des echan- 
tillons sanguins chez un survivant de la 
MVE qui a emerge a Kikwit (Republique 
democratique du Congo) en 1995. 
Des tests ont montre que plus de dix ans 
apres I’infection, le patient possedait 
encore des anticorps anti-Ebola. C’est un 
organisme scientifique helvetique, I’lnstitut 
de recherche en biomedecine, qui a clone 
les lymphocytes B secreteurs d’anticorps 
de ce sujet pour produire des ACM en vue 
d’un usage therapeutique contre I’infec- 
tion a Ebola. 

N. Sullivan et coll, ont pu disposer de 
deux ACM (mAbllOand mAb114) qui 
ont exprime la meilleure puissance contre 
le virus Ebola. Par la suite c’est au Medical 
Research Institute of Infectious Diseases 
de YUS Army qu’ont ete administrees des 
doses letales ti’ebolavirus Zaire a quatre 
macaques rhesus, dont trois ont ete traites 
par un melange des ACM pendant trois 
jours de suite. Le quatrieme animal, utilise 
comme controle, a developpe une MVE a 
laquelle il a succombe, les animaux traites 
survivants demeurant asymptomatiques 
des signes de MVE. 


L’analyse de cette etude princeps ayant 
montre que I’ACM mAb114 est le plus 
puissant, il a ete teste seul et c’est ici qu’a 
ete determinee la possibility de ne traiter 
que cinq jours apres I’exposition au virus. 
Pourquoi cinq jours? C’est le delai moyen 
dans lequel les services de sante regoivent 
des sujets contamines lors d’une flam- 
bee de MVE. La encore, ce delai n’a pas 
compromis la survie des animaux, restes 
asymptomatiques de MVE. 

Selon les donnees publiees par le NIAID, 
une analyse structurale a permis de com- 
prendre le mode d’action des ACM contre 
le virus Ebola en s’opposant a sa coloni- 
sation des cellules de I’hote, principale- 
ment mAbl 1 4 : celui-ci se lie a un site de 
vulnerability du virus, qu’on pensait hors 
d’atteinte des anticorps. Pour N. Sullivan 
et coll., on montre ainsi la capacity d’un 
anticorps monoclonal a neutraliser le virus 
par ce mecanisme. Ceci ouvre bien sur vers 
des etudes cliniques ulterieures. 

Rappel: a I’occasion de la flambee de 
MVE 2014-2015 (plus de 11 000 deces) 
en Afrique de I’Ouest a ete experimente 
un cocktail de 3 differents ACM, ZMapp 
(Mapp Biopharmaceuticals), qui fait I’objet 
devaluations chez I’humain. Les ACM 
sont obtenus en immunisant des souris 
et en clonant les cellules qui produisent 
les anticorps les plus efficaces. ■■ 

J.-M. M 


Source: NIH Research Matters, 8/3/2016 
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eANOFEL: un nouvel outil d’iconographie 
en parasitologie et mycologie 


Les infections parasitaires et fon- 
giques occupent une place impor- 
tante en maladies infectieuses 
et ce, sur tous les continents, notam- 
ment en raison de la mortality et de 
la morbidity associees. 

Des sa creation en 1988, les membres de 
I’Association Frangaise des Enseignants 
et Praticiens Hospitaliers titulaires de 
Parasitologie et de Mycologie Medicale 
I’association (ANOFEL) ont eu a cceur de 
promouvoir et faciliter I’apprentissage 
en parasitologie et mycologie. Dans ce 
contexte, ses membres ont developpe 
au cours de ces dix dernieres annees, 
differents supports pedagogiques par- 
faitement complementaires, autant ple- 
biscites par les etudiants en medecine 
et en pharmacie que par les praticiens 
en exercice: I’ouvrage Parasitoses et 
Mycoses des regions temperees et tro- 
picales (Elsevier Masson), le campus de 
Parasitologie-Mycologie de rUNF3S et 


le CD-Rom ANOFEL (4 e version parue 
en 2010), atlas d’iconographies accom- 
pagnees de legendes didactiques. Pour 
repondre aux nouveaux enjeux dans 
le domaine de I’enseignement, ce CD- 
Rom ANOFEL evolue maintenant vers un 
site internet, nomme « eANOFEL 1 » dont 
nous avons le plaisir de vous annoncer 
la creation. 

Ce nouvel outil heberge deja plus de 
1 600 images et 30 sequences videos 
de parasites et de champignons d’in- 
teret medical concernant aussi bien 
le diagnostic au laboratoire (aspect 
morphologique macro- ou microsco- 
pique) que la pratique et le contexte 
Clinique dans lequel ces infections 
sont observees. L’iconographie, selec- 
tionnee par un comite scientifique 2 , 
est structuree, comme dans les pre- 
cedents supports, en sections the- 
matiques: protozoaires, helminthes, 
mycologie, entomologie, epidemiologie, 
cycles evolutifs, etc. Au sein de chaque 
section, I’iconographie est organisee 


par pathogene/infection. Un nouveau 
mode de recherche, utilisant un glos- 
saire, a egalement ete developpe. Le site 
sera actualise regulierement et pourra 
etre enrichi, dans I’avenir, d’un dispositif 
d’autoevaluation. 

Ce site web educatif devrait promouvoir 
et faciliter I’acquisition des connaissances 
dans le domaine du diagnostic des infec- 
tions parasitaires et fongiques. Ce support 
s’inscrit dans la continuity des actions 
pedagogiques deja menees par la colle- 
giale ANOFELM 

Florent Morio 
et Dominique Chabasse, 
coordonnateurs eANOFEL 


1. http://www.eanofel.fr 

2 . Membres du com it e Scientifique 
eANOFEL: Didier Basset, Frangoise Botterel, 
Pascal Delaunay, Claude Guiguen, Catherine 
Kauffman n-Lacroix, Laurence Lachaud, Jean- 
Frangois Pays, Marc Pihet, Florent Morio et 
Dominique Chabasse. 
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Ebola : un test performant 



X- 


Breve 


Recommandations 
pour la FMF 

La Ligue europeenne contre le rhumatisme 
(EULAR), au cours du Congres europeen de 
rhumatologie, a fait connaitre ses 18 recom- 
mandations pour la prise en charge de lafievre 
mediterraneenne familiale (FMF). La premiere 
est de s’assurer que le diagnostic est pose par 
un specialiste ayant I’experience de la FMF. 
La premiere intervention therapeutique des 
le diagnostic fait appel preferentiellement a la 
colchicine, Pobjectif est de maTtriser la maladie 
et reduire I’inflammation subclinique entre deux 
poussees. Les recommandations portent aussi 
sur les posologies de colchicine et la surveillance 
de sa toxicite. L’interruption de la colchicine 
durant la grossesse n’a pas ete recommandee. 
Les recommandations ont ete preparees par un 
panel de specialistes de Mediterranee orien- 
tale, d’Europe et d’Amerique du Nord, compose 
de rhumatologues, d’internistes, de pediatres, 
d’infirmiere, de meteorologiste medical etd’un 
representant de patients. Les recommandations 
devraient etre revisees et actualisees dans 5 ans. 


Source: Ozen S, etal. Ann Rheum 
Dis. 2015; doi: 10.1 1 36/annrheum- 
dis-201 5-208690. 



Lors de la derniere edition de la 
conference Infectious Disease Week 
a San Diego, une etude a fait etat des 
constatations recentes concernant 
les performances du systeme Xpert 
Ebola pour le diagnostic de routine 
sur sang total et ecouvillonnage buc- 
cal pour recherche du virus Ebola. 

E 

0 
q 

| Presentant ces resultats, le Dr Nira 
| R. Pollock (directeur associe, Infectious 

1 Diseases Diagnostic Laboratory Children ’s 
£ Hospital, Boston) a rappele que la plate- 
| forme Xpert a deja fait preuve de sa fiabilite 
@ dans des lieux de soins aux ressources 

energetiques limitees pour le diagnostic 
de la tuberculose. En mars 2015, le test 
Xpert Ebola de Cepheid, mis en applica- 
tion sur le systeme GeneXpert, a regu de 
la FDA V Emergency Use Authorization, 
I’autorisation d’utilisation accordee pour 
des raisons d’urgence sanitaire, pour la 
detection in vitro de I’agent de la maladie 
a virus Ebola (MVE) dans les laboratoires 
de tout niveau. 

N. Pollock et coll, ont evalue les per- 
formances du Xpert Ebola assay sur 
211 echantillons de sang veineux et 
64ecouvillonnages buccaux dans un 
laboratoire de bioconfinement installe 
par I’association medicale Partners In 
Health and Public Health England (PHE) 
a Port Loko, en Sierra Leone, en compa- 
rant avec comme comparateur un test 
en PCR-temps reel deja utilise dans ce 
laboratoire (RT-PCR, Trombley) sur plasma 
et ecouvillonnage buccal. Le test Xpert a 
comme cibles les genes de la glycopro- 


II y a trois ans, les visiteurs des 
JIB decouvraient les automates 
de biologie de paillasse develop- 
pes par Samsung, surtout connu 
pour ses ordinateurs et ses tele- 
phones portables. Apres avoir 
aborde le domaine du LBM, le lea- 
der sud-coreen de I’electronique 
aborde le marche europeen des 
biotherapies (ou biopharmaceu- 
tiques) generiques, qu’on nomme 
biosimilaires . 


teine (GP) et de la nucleoproteine (NP) 
de Zaire ebolavirus, la RT-PCR ne ciblant 
que la NP. 

Le test Xpert a fait jeu egal avec la RT-PCR 
concernant les echantillons veineux positifs 
(sensibilite 100 %) et negatifs (sensibilite 
95,8 %). Pour les echantillons buccaux, la 
sensibilite et la specificite du test Xpert ont 
egalement ete estimees a ou tres proche 
de 100 %. 

Les auteurs ont constate I’excellente per- 
formance du test Xpert Ebola sur les deux 
types d’echantillons dans un laboratoire 
de terrain en comparaison d’un labora- 
toire de reference. En outre, estiment-ils, le 
test Xpert est potentiellement plus sensible 
que le test Trombley, notamment sur des 
echantillons avec une charge virale basse 
comme I’a montre cette etude. En outre, 
selon eux, ce test est plus facile d’usage, 
avec un temps total de mise en oeuvre de 
2 h et demie vs 4 h. 

N. Pollock et coll, ont fait valoir neanmoins 
que le test et ses consommables devraient 
beneficierd’une meilleure protection contre 
les temperatures extremes, I’inconvenient 
de la necessity d’une source d’energie 
permanente et d’un certain niveau d’ex- 
pertise qui peuvent poser probleme dans 
les installations aux ressources limitees. 
Autre necessity : un systeme desactivant les 
echantillons a forte charge virale... 

Mais on n’arrete pas le progres en biologie, 
et le systeme GeneXpert sera pret pour la 
prochaine epidemie africaine... ■■ 

J.-M. M. 

Source: Healio Infectious Disease 


Une division speciale a ete creee: Samsung 
Bioepis, qui vient de presenter sa premiere 
molecule biosimilaire, I’etanercept, ou 
Benepali®, qui a regu le 18 janvier I’aval 
de la Commission europeenne pour sa 
disponibilite dans les 28 Etats membres 
de I’Union europeenne ainsi que dans 
les Etats membres de I’Espace econo- 
mique europeen (EEE): Norvege, Islande 
et Liechtenstein. 

L’etanercept est le principe actif du prin- 
ceps Enbrel®, traitement (biotherapie) de la 
polyarthrite rhumatoide, de la polyarthrite 


Samsung : du telephone portable 
aux medicaments de haut niveau 
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psoriasique, de la spondylarthrite ankylo- 
sante et du psoriasis en plaques. L’ appro- 
bation de Benepali® fait suite a I’opinion 
positive du Comite des medicaments 
a usage humain (CHMP) de I’Agence 
europeenne des medicaments (EMA) le 
20 novembre dernier. 

Ce premier biosimilaire a ete developpe 
et teste en 4 ans seulement par Sam- 
sung Bioepis. Le developpement des 
biosimilaires, qui suppose des moyens 
pharmacologiques de haute technology, 
devrait permettre d’abaisser les couts des 
biotherapies et de les proposer a davan- 
tage de patients, dans des domaines de 
la sante necessitant des medicaments 
d’exception, par exemple dans le domaine 
des maladies immunitaires 
Conformement a un accord de commer- 
cialisation signe en 2013 entre Samsung 
Bioepis et le laboratoire pharmaceutique 
americain Biogen, celui-ci dirigera la com- 
mercialisation et la distribution de Benepali® 
dans les Etats membres de I’UE et de I’EEE. 
Dans une etude Clinique internationale 
de phase 3 [derniere etape avant TAMM] 
d’un an Benepali®a demontre une securite 


d’emploi comparable et une efficacite 
equivalente a celle du princeps, comme 
I’indique le taux de reponse au score fonc- 
tionnel international ACR20 de 80,8 % de 
Benepali® vs 81 ,5 % pour Enbrel®. L’ etude 
regroupait 596 patients porteurs de poly- 
arthrite rhumatoide moderee a severe non 
ameliores par le methotrexate. 

Samsung Bioepis ne cache pas ses 
ambitions europeennes et internationales 
(«devenir la plus grande societe biophar- 


maceutique au monde»), et a prevu, en colla- 
borant avec des majors americains (Biogen, 
Merck & Co.), de presenter d’autres biosi- 
milaires: Remicade® (infliximab), Humira® 
(adalimumab), Herceptin (trastuzumab), 
Lantus® (insuline glargine)... ■■ 

J.-M. M. 

Source: Samsung Bioepis. 

www.samsungbioepis.com 


Creation d’un prix en oncologie geriatrique 
pluridisciplinaire 



Propose dans tous les hopitaux et cli- 
niques de France metropolitaine, le Prix 
Marguerite Oncologie honorera une ini- 
tiative mise en place par une equipe 
pluridisciplinaire au sein des services 
d’oncologie, d’onco-geriatrie et d’on- 
co-hematologie pour favoriser I’obser- 
vance quotidienne de leurs traitements 
par les patients ages. Rappelons que, 
pour les deux sexes confondus, pres 
d’un tiers des cancers sont diagnosti- 
ques apres I’age de 75 ans, selon les 
donnees de I’lnstitut national du cancer 
(www.e-cancer.fr). 

Le comite scientifique est compose 
de 6 experts : Pr Philippe Arnaud, 
Dr Elisabeth Carola, Pr Gilles Freyer, 
Pr Olivier Guerin, PrMoise Namer, 
Pr Pierre Soubeyran, qui designeront 
I’equipe retenue pour I’attribution du prix 
au debut de I’annee 2017. Devaluation 
du travail presente par les equipes en lice 
reposera principalement sur le caractere 
innovant de I’organisation des soins et 
sur sa mise en oeuvre pluridisciplinaire. 
L’equipe retenue par le jury recevra un 
prix d’un montant de 30000 euros, desti- 
ne au developpement du projet presente. 


Les Laboratoires Teva en partenariat 
avec la Societe francophone d’onco- 
logie geriatrique (SoFOG), annoncent 
le lancement du Prix Marguerite 
Oncologie, destine a favoriser 
I’observance therapeutique en 
oncologie et onco-hematologie chez 
les sujets ages atteints de cancer. 


Cette demarche s’inscrit dans I’approche 
pluridisciplinaire preconisee par les 
Laboratoires Teva dans un Livre Blanc 
des 20 recommandations pour ame- 
liorer le bon usage des medicaments 
chez les personnes agees. Concernant 
par exemple la recommandation n° 1 8 : 
Generaliser les entretiens de conciliation 
a la sortie de I’hopital, le promoteur du 
Prix Marguerite Oncologie estime que 
renforcer la coordination dans le parcours 
de soins est primordial. Exemple: lorsque 
les patients sortent de I’hopital avec une 
nouvelle prescription, celle-ci ne prend 
pas toujours en compte les traitements 
pris habituellement par ailleurs. 

Les candidatures sont ouvertes jusqu’au 
30 juin 2016 et les dossiers sont collec- 
tes uniquement par mail: prixmarguerite- 
oncologie@meded.fr (reglement et dos- 
sier de candidature disponibles sur les 
sites www.teva-laboratoires.com et 
http://sofog.org/). ■■ 


J.-M. M. 


Source: Laboratoire Teva. 
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Conditions de naissance et d’allaitement 

et composition du microbiome 


Breves 


Un inhibiteur de I’hepatite delta 

E Le lonafarmid d’Eiger BioPhar- 
§ maceuticals a regu le statut de 
| medicament orphelin de la FDA 
^ et de I’Agence europeenne des 
1 medicaments pour le traitement 
I de I’hepatite a virus delta (hepa- 
© tite D). Ceci permet au labora- 
toire de commercialiser cette 
nouvelle molecule, un inhibiteur de la farnesyl 
transferase. Selon David Cory, PDG d’Eiger Bio- 
Pharmaceuticals, I’hepatite delta est la forme la 
plus insidieuse d’hepatite virale, contre laquelle 
il n’existait aucune molecule approuvee FDA. 
C’est une avancee certaine que le lonafarmid soit 
agree des deux cotes de I’Atlantique en tant que 
premier dans sa classe therapeutique, pour une 
infection pour laquelle existait «un fort besoin 
medical non rempli ». Dans une etude de phase 2a 
randomisee en double aveugle, on a observe 
une reduction du taux d’ARN viral dose-depen- 
dante (reduction de 0,7 log lU/mL avec 1 00 mg et 

1.6 log lll/mL avec 200 mg) chez des patients 
porteurs d’une hepatite D chronique compares a 
des patients sous placebo a 28 jours (reduction 
de 0,08 log lll/mL). Bien tolere le lonafarnib va 
subir d’autres essais de phase 2. 

Infection a VIH et mortality 
cardiovasculaire 

La mortality cardiovascu- 
laire des sujets VIH-positifs a 
plus que double entre 1999 
et 2013. Une equipe de la 
Northwestern University Fein- 
berg a evalue les donnees de 
la mortality cardiovasculaire 
chez des adultes VIH-positifs. 
Bien que la mortality totale 
dans la population des sujets 
infectes par le VIH ait diminue 
del 5 793 a 8 660 entre 1999 
et 201 3, en proportion la mor- 
tality cardiovasculaire est passee de 1 ,95 % 
a 4,62 %, particulierement chez les hommes 
(P < a 0,001). Chez les adultes seropositifs la 
mortality par cardiopathie ischemique a triple, 
passant de 0,8 % a 2,5 %, tandis que dans la 
population generate elle passait de 22,8 % a 

14.6 % dans le meme temps. On observe aussi 
que les complications hypertensives et renales 
sont impliquees dans la mortality cardiovasculaire 
des HIV-positifs. Pour les auteurs, les modeles 
de prediction cardiovasculaire (telles les don- 
nees de I’etude de Framingham actualisee) ne 
s’appliquent pas a I’infection a VIH. 


Source: Matthew Feinstein et coll . Am 
J Cardiol. 2015; doi: 10.101 6/j.amj- 
card.201 5.1 0.030. 


Line etude publiee on line dans 
JAMA Pediatrics montre que les 
conditions dans lesquelles na?t un 
enfant et dans lesquelles il regoit sa 
premiere alimentation influencent 
la composition de son microbiome 
(sa flore intestinale). En bref, il lui 
faut plutot naltre par les voies natu- 
relles et recevoir un allaitement au 
sein plutot que naltre par cesarienne 
et etre nourri au biberon. 

Pour resumer, I’accouchement par voie 
vaginale permet au nouveau-ne d’acquerir 
les bonnes bacteries intestinales, la consti- 
tution de son microbiome etant peaufinee 
par les bonnes bacteries administrees 
par I’allaitement au sein de la mere. Ainsi 
se construit le systeme immunitaire du 
nourrisson en meme temps qu’il regoit 
les elements d’une alimentation saine et 
adaptee a sa croissance. 

Ce constat emane d’une etude effectuee 
chez plus de 1 00 nouveau-nes a I’age de 
6 mois, qui a permis de constater la diffe- 
rence de composition du microbiome entre 
ceux nes par voie vaginale et ceux nes par 
cesarienne. II en etait de meme selon que 
I’alimentation initiale etait maternelle ou au 
biberon. Le tout est de savoir si ces dif- 
ferences influent sur 1’evolution ulterieure 
de la sante des enfants, reconnaissent les 
auteurs, Anne Gatewood Hoen, Juliette 
Madan et coll. (Geisel School of Medicine 
at Dartmouth College in Lebanon, New 
Hampshire). 

Neanmoins ils se disent surpris qu’a six 
mois de la naissance, selon les condi- 
tions de celle-ci et le mode d’allaitement, 
le microbiome intestinal semble formate 
differemment. D’ou constat: en favorisant 
I’accouchement par les voies naturelles 
et I’allaitement au sein exclusif [les deux 
chaque fois que possible], on favorise 


I’implantation du microbiome et de ses 
effets remanents. 

Les auteurs avancent meme que la nais- 
sance par cesarienne (cesarean delivery) 
est associee avec une augmentation du 
risque d’obesite, d’asthme, de maladie 
cceliaque et de diabete de type 1 , tandis 
que I’allaitement au sein (breast-feeding) 
a ete associe a une reduction du risque 
d’asthme, d’obesite, d’infections, de syn- 
drome metabolique et de diabete. 

En definitive, c’est I’analyse des selles 
des nourrissons qui a permis de conclure 
[provisoirement?] que la methode d’ac- 
couchement avait au moins autant d’im- 
pact sur le microbiome que le mode d’allai- 
tement... En outre, alterner allaitement au 
sein et au biberon compromet la qualite 
du microbiome, constat original de cette 
etude. 

Cette etude est I’occasion de rappeler que 
chez I’enfant in utero I’intestin n’heberge 
aucune bacterie [axenique], I’organe se 
colonisant lors de I’accouchement car 
il passe par une filiere qui n’est pas ste- 
rile alors que la cesarienne suppose une 
disinfection dans une salle sterile, selon 
un expert, le Pr Mark Corkins (gastro- 
enterologue et nutritionniste, Centre des 
sciences de la sante, Universite du Ten- 
nessee, Memphis); au pire, le nouveau- 
ne acquiert des bacteries hospitalieres... 
Et I’allaitement au biberon prive le nou- 
veau-ne des elements vitaux que le lait 
maternel apporte. Sauf si on lui administre 
le contenu d’un ecouvillonnage de la filiere 
maternelle, suggerent certains auteurs... 
Conclusion: pour I’enfant, la voie par 
laquelle il nait est aussi importante que 
la fagon dont on I’alimente... ■■ 

J.-M. M. 


Source: JAMA Pediatrics, on line 11/1/2016, 
via HealthDay News 
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Traiter la perte de memoire: 

que fera le BPN 14770? 

Un traitement experimental susceptible cTameliorer 
la memoire est en cours devaluation de sa securite 
dans un essai therapeutique de phase 1 : le BPN14770, 
developpe par le Laboratoire Tetra Discovery Par- 
tners, avec le soutien financier du Blueprint Neuro- 
therapeutics Network des NIH, un programme congu § 

pour assister la decouverte et le developpement de J 

traitements neurologiques innovants. C’est la pre- £ 

miere molecule du programme a entrer en phase 1 . f 

© 

Le BPN14770 est passe du stade experimental (preclinique) 
au stade Clinique et les partenaires du programme attendent 
beaucoup de ce premier essai Clinique, dans lequel sont impli- 
quees deux agences sanitaires des NIH : le National Institute 
of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) et le National 
Institute on Aging (NIA). 

Cette molecule est la premiere dans sa classe therapeu- 
tique : un phosphodiesterase 4D negative allosteric modulator 
(PDE4D-NAM). Comme le precise le laboratoire, la phospho- 
diesterase 4D (PDE4D) est une enzyme qui joue un role dans 
I’etablissement de connexions entre cellules cerebrales. Ainsi, 
bloquer la PDE4D augmente I’activite de I’AMP cyclique, 
facteur proteique qui stimule I’apprentissage et la memoire. 

II existe deja un autre type d’inhibiteur de la PDE4, le rolipram, 
dont on a montre qu’il ameliore les performances cognitives 
sur un modele souris de maladie d’Alzheimer, d’AVC et de 
traumatisme cranien. Bien que le rolipram se soit montre 
efficace sur I’animal, il n’est pas utilise en tant que traitement 
du fait de serieux effets secondaires. Le BPN14770 pourrait 
etre un traitement de la demence et de la maladie d’Alzheimer 
avec moins d’effets secondaires possibles que le rolipram. 

L’ etude de phase 1 testera la securite et la pharmacocine- 
tique de la molecule de BPN1 4770 chez 48 volontaires sains. 

Si sa securite est averee, la seconde phase explorera son 
impact sur la memoire a long terme et divers aspects des 
fonctions cognitives. 

Le principe du reseau Blueprint Neurotherapeutics du NIH est de 
faire se rencontrer des scientif iques et des equipes de R et D phar- 
maceutique pour accelerer le processus permettant a une mole- 
cule d’entrer en essais cliniques, «de la paillasse au lit du patient ». 

Les NIH leur donnent acces a des experts qui les conseillent 
lors du developpement de nouvelles molecules. La maladie 
d’Alzheimer est une des cibles prioritaires de ce programme. 

Le NINDS est le principal soutien a la recherche sur le SNC 
et le cerveau, c’est a la fois un organisme de recherche fon- 
damentale des connaissances et de recherche appliquee au 
soulagement des maladies neurologiques. ■■ 

J.-M. M. 


Source: www.nih.gov. www.ninds.nih.gov. 
http://neuroscienceblueprint.nih.gov/bpdrugs/ 
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Cigarettes: 
le paquet neutre 

Les premiers paquets neutres de 
cigarettes et produits du tabac sont 
apparus le 20 mai, conformement 
au decret du Journal officiel du 
22 mars, suite a la loi de moder- 
nisation du systeme de sante du 
26 janvier. Les conditionnements et les embal- 
lages des cigarettes et du tabac a rouler en 
France auront une seule couleur (vert fonce). 
La mention de la marque et, le cas echeant, de 
la denomination commerciale peuvent figurer 
une seule foissur la face avant et sur le des- 
sus et le dessous du conditionnement et de 
I’emballage exterieur des cigarettes et du tabac 
a rouler et sur la face avant, sur la face arriere 
et a I’interieur du rabat ou sur le couvercle 
pour le tabac a rouler dont le conditionnement 
ou I’emballage exterieur est une pochette ou 
est de forme cylindrique. Le suremballage de 
I’unite de conditionnement et de I’emballage 
exterieur de cigarettes ou de tabac a rouler est 
clair, transparent et non colore. Les produits du 
tabac non conformes seront encore livres aux 
debitantsjusqu’au 20 novembre, puistous les 
emballages non conformes seront interdits a 
partir du 1 er janvier 2017. 


Accord de I’EMA pour 
un anticancereux frangais 

Le laboratoire pharmaceutique 
frangais Servier a regu un avis 
favorable de la Commission des 
medicaments a usage humain 
(CHMP) de I’Agence europeenne 
des medicaments (EMA) pour un 
nouveau traitement du cancer 
colorectal metastatique (CCRm) 
refractaire, association fixe de trifluridine (FTD) 
et de tipiracil (TPI), sous le nom de Lonsurf®. 
Agrement base sur les resultats de I’etude 
therapeutique RECOURSE, il marque I’entree de 
Servier dans le domaine des tumeurs solides. 
L’ etude RECOURSE de phase 3 contre placebo 
a evalue I’efficacite et la tolerance de Lonsurf® 
associe a des soins de support par rapport a 
un placebo egalement associe a des soins 
de support chez 800 patients atteints d’un 
CCRm anterieurementtraite. L’essai asatisfait 
au critere de principal attendu, (’amelioration 
statistiquement significative de la survie glo- 
bale (SG). Les resultats avaient montre une 
reduction de 32 % du risque de deces vs les 
seuls soins de support (RR = 0,68 ; 1C : 0,58 a 
0,81 p < 0,001 ) et une amelioration de la me- 
diane de SG: 7,1 avec Lonsurf® vs5,3 mois 
avec le placebo. Ces donnees ont ete presen- 
tees au congres de I’ASCO. 



Alcoolisation fcetale: paradoxal 
retard frangais dans sa prise en charge 


Dans un communique, I’Academie 
nationale de medecine rappelle 
qu’en France le syndrome d’alcoo- 
lisation fcetale, ou SAF (plus correct 
que I’appellation ancienne alcoo- 
lisme foetal) concerne au moins 1 % 
des naissances, soit quelque 8000 
cas/an; pres de 500000 Frangais 
souffriraient a des sequelles de 
I’alcoolisation gravidique. 

Pourquoi ce rappel? Paradoxalement, le 
pays ou parut au siecle dernier I’obser- 
vation princeps de ce syndrome (Dr Paul 
Lemoine) accuse un retard dans la ges- 
tion globale du SAF, avertit I’Academie, 
par comparaison avec les pays anglo- 
saxons, s’agissant de (’information, de 
la prevention et de la prise en charge de 
troubles constituant un veritable fleau de 
sante publique et un probleme de societe 
qu’il faut mieux gerer. Constats. 

• La consommation de boissons alcoo- 
liques pendant la grossesse augmente 
de maniere inquietante malgre les recom- 
mandations de I’Academie en 2006 - un 
peu oubliees sans doute. 

• Plus de 20 % des Frangais ignorent les 
risques de I’alcoolisation fcetale... celle 
des femmes enceintes. 

• L’augmentation des troubles du com- 
portement chez les enfants d’age scolaire 
et les adolescents (avec prolongement 
chez I’adulte) suggere une relation avec 
I’usage de substances toxiques au cours 
de la grossesse... dont I’alcool. Rappel 
a ce propos: I’exposition a I’alcool aux 
periodes embryonnaire et fcetale modifie 
des structures cerebrales, d’ou survenue 
ulterieure de troubles cognitifs, du com- 
portement et de la memorisation, voire 
de tendances addictives dans lesquelles 
intervient aussi I’epigenetique. 

Conclusion: en I’absence de traitement 
curatif, ne reste que la prevention est la 
seule solution. Or dit I’Academie, on peut 
mettre en oeuvre une prevention efficace. 
II est desormais possible de detecterl’al- 
coolisation maternelle et fcetale. 

• Des auto-questionnaires ont ete vali- 
des, ils permettent, sans culpabiliser les 
femmes, de surmonter le risque du deniet 
de ses consequences. 


r) 


• De nouveaux biomarqueurs, plus indi- 
catifs d’une alcoolisation chronique 
versus I’alcoolemie, qui n’est qu’un ins- 
tantane ne traduisant pas cette chronicite. 
Differant des tests biologiques classiques 
(gamma- GT, tests hepatiques, hemo- 
gramme) indirects, peu sensibles et peu 
fiables et done a risque de faux positifs, 
ils dosent la concentration serique des 
metabolites de r ethanol. Par analyse 
capillaire chez la mere et par dosage dans 
le meconium du foetus, ils permettent 
de reperer a posteriori avec precision 
et fiabilite une alcoolisation maternelle, 
avec consommation excessive et repetee. 

• Dernier point, dit I’Academie: il faut 
aussi prendre en compte les progres de 
FIRM chez le foetus in utero et le nou- 
veau-ne, qui permet de localiser les zones 
cerebrales impactees par I’intoxication 
alcoolique. 

Le risque d’alcoolisation fcetale doit etre 
considere, au meme titre que le diabete 
gestationnel et I’HTA gravidique, comme 
une maladie chronique de la grossesse, 
qui impose une prise en charge globale, 
medicale mais aussi biologique, afin de 
proteger le foetus. 

Les biomarqueurs de I’alcoolisation sont 
une des cles de cette prise en charge - 
comme cela se fait ailleurs : « Leur large 
utilisation temoignerait de la volonte des 
pouvoirs publics de lutter avec determina- 
tion contre un fleau qui atteint la fraction 
sensible, vulnerable et sans defense de 
la societe : le foetus », conclut I’Academie 
nationale de medecine... qui souhaite 
que le SAF soit un jour declare Grande 
Cause Nationale de sante. 

Impossible en France? ■■ 

J.-M. M. 
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Cancers gynecologiques: 

recueil de cellules par lavage uterin 


Le lavage d’une cavite anatomique 
permet de recueillir des cellules de 
tumeurs cancereuses. C’est ce que 
permet le lavage de la cavite uterine 
pour recueillir des cellules de neo- 
plasmes de I’ovaire ou de I’endometne 
a un stade precoce, expliquent des 
equipes de I’Universite de Vienne 
(Autriche), de I’Universite Johns 
Hopkins (Baltimore) et de I’Universite 
La Charite de Berlin, 

Le cancer de I’ovaire et le cancer de I’en- 
dometre sont souvent diagnostiques a un 
stade avance, d’ou un taux de survie assez 
pauvre. Or, disent les auteurs, on dispose 
de preuves croissantes que ces organes 
peuvent s’exfolier et relarguer des cellules. 
Ce travail collaborate decrit I’interet du lavage 
de la cavite uterine pour detecter des cellules 
cancereuses exfoliees a un stade precoce. 
La technique a ete pratiquee pour obtenir 


des echantillons cellulaires chez 65 patientes 
(30 avaient un cancer de I’ovaire, 5 un cancer 
de I’endometre, 3 d’autres types de tumeur 
maligne et 27 etaient porteuses de lesions 
benignes gynecologiques). Sur les echan- 
tillons recueillis par lavage et les preleve- 
ments tissulaires correspondents ont ete 
recherchees des mutations somatiques par 
sequengage de nouvelle generation (next 
generation sequencing/NGS) et analyse 
singleplex. 

Le lavage de la cavite uterine a permis d’ob- 
tenir suffisamment d’ADN chez toutes les 
patientes. Des mutations, principalement 
de TP53, ont ete identifies sur 60 % des 
echantillons recueillis chez les patientes 
porteuses d’un cancer de I’ovaire en utilisant 
le NGS. L’analyse singleplex des mutations 
precedemment determinees sur les tissus 
tumoraux a permis une identification supple- 
mentaire chez 6 patientes. Dans I’ensemble, 
chez 24 (80 %) des 30 patientes avec cancer 
de I’ovaire, des mutations specifiques ont pu 
etre identifies, y compris chez une patiente 


porteuse d’un cancer occulte. 

Les 5 echantillons obtenus par lavage 
chez les patientes porteuses d’un cancer 
endometrial etaient porteurs de mutations. 
Chez les 27 patientes porteuses de lesions 
benignes, 8 (29,6 %) testaient positives pour 
des mutations dont 6 (75 %) sur le gene 
K-RAS. 

Ainsi la detection d’un cancer de I’ovaire et 
d’un cancer de I’endometre, et meme un 
cancer occulte de I’ovaire, est realisable, se 
revelant un outil prometteur de diagnostic 
precoce. Les auteurs suggerent que cette 
technique soit realisee a titre de depistage 
precoce a diverses periodes de la vie, notam- 
ment chez des femmes a risque, voire etre 
comparee avec le frottis en phase liquide. ■■ 

J.-M. M. 


Source: Maritschnegg E, et coll., Lavage of the 
Uterine Cavity for Molecular Detection of Mul- 
lerian Duct Carcinomas: A Proof-of-Concept 
Study, J Clin Oncol., 2015;doi:10. 1200/ 
JCO.201 5.61. 3083. online before 9/11/2015. 



Actual ites 





L’autre probleme de 
Lyme: les biofilms 

L’echec de I’antibiotherapie 
de la maladie de Lyme pour 
eliminer son agent, Borrelia 
burgdorferi, est du a une tactique de celle-ci : 
la formation de « colonies » sous forme de bio- 
films, qui permet aux bacteries de se proteger 
des antibiotiques. Ceci explique les rechutes 
de la maladie apres arret de I’antibiotherapie. 
C’est une etude de I’Universite de New Haven 
(Eva Sapi, et coll., Biology and Environmental 
Sciences), parue dans r European Journal of 
Microbiology and Immunology, qui indique 
que la formation des bacteries en biofilms 
les rendrait jusqu’a mille fois plus resistantes 
aux antibiotiques. La formation de bacteries 
en biofilms n’est pas de decouverte recente, 
certes, mais ici elle devrait amener a definir une 
nouvelle fagon de traiter la maladie de Lyme, 
surtout chez des patients qui semblent avoir 
une maladie persistante, malgre un traitement 
antibiotique prolonge, expliquent les auteurs. 
C’est aussi I’opportunite de contrarier I’anti- 
bioresistance de B. burgdorferi en adoptant de 
nouvelles cibles de traitement. 


Source: communique de presse de 
I’Universite de New Haven (Connecticut). 




Angor et infarctus 

entre 30 et 40 ans: pensez HF 

| Chez un sujet qui developpe un 
o angor ou est frappe d’un infarctus 
to du myocarde entre 30 et 40 ans, la 
|1 question se pose d’une hypercho- 
lesterolemie familiale (HF) sous-ja- 
cente, facteur de risque cardiovas- 
culaire majeur, hereditaire, auquel peuvent 
s’ajouter les facteurs de risque classiques. 
Meme quand ce patient semble en bonne sante 
(healthy), mange bien et est mince est en forme, 
ajoute le Pr Sarah de Ferranti, enseignante de 
cardiologie pediatrique a la Faculte de mede- 
cine de Harvard et directrice de la prevention 
cardiologique a I’Hopital des Enfants de Bos- 
ton. S. de Ferranti et coll, attirent I’attention 
sur la prevalence de I’HF, de grandes etudes 
de population ont montre qu’elle concerne 1 
Americain sur 250 et non 1 Americain sur 500 
(notion ancienne), taux qui est sans doute le 
meme (au moins) en Europe. Ce resultat epi- 
demiologique chiffre base sur de larges series 
de patients, I’equipe de Boston juge necessaire 
de le completer par une etude genetique a 
partir de 12 ans. 


Source: Circulation (American Heart 
Association), 2016;doi:10 ;1 16/CIRCULA- 
TIONAHA. 115.018791. 


Candidat-vaccin 
anti-VIH franca is: 


demande d’AMM en 2018? 


Le Laboratoire Biosantech (Sophia Antipolis) a publie recemment dans 
la revue scientifique Retrovirology les resultats detailles de I’etude de 
phase 2a de son candidat vaccin contre le VIH. Cette publication avait 
pour objectif principal la demonstration de la reduction du rebond 
viremique et de celui de I’ADN pro-viral apres arret momentane de la 
tritherapie antiretrovirale (ART). 


Biosantech (PDG : Corinne Treger) a publie 
des resultats detailles de son etude d’effi- 
cacite Clinique de phase 2a de son candi- 
dat vaccin anti-VIH contenant la proteine 
Tat Oyi et elabore sur la base des travaux 
du Pr Erwann Loret. 

Ces premiers resultats demontrent en 
particulier que 3 patients sont toujours au 
statut d’ADN viral non detectable, 24 mois 
apres injection du candidat-vaccin. Devant 
ce resultat, Biosantech a annonce son 
intention de passer a une evaluation a 
grande echelle au cours de I’annee 201 6 
afin d’etre en mesure de solliciter une 
autorisation de mise sur le marche (AMM) 
des le second semestre 2018. 

Ces resultats demontrent, a la dose injec- 
tee de 33 pig, une efficacite globale de 
voisine 60 % a reduire les rebonds de 
I’ARN et celui de I’ADN pro-viral apres 
arret momentane du traitement chez des 
patients infectes par le VIH. Ils demontrent 
egalement et surtout, que trois patients 
sont toujours en ADN viral non detectable, 
24 mois apres injection du candidat vaccin. 
Ces resultats confirment ainsi I’effet bene- 
fique du candidat vaccin sur la viremie 
mais aussi sur les cellules reservoirs du 
virus. Ainsi, associe a la tritherapie dans 
le but d’eliminer les cellules reservoir, il 
pourra guerir definitivement du Sida les 
personnes infectees. 

Les analyses des evenements indesirables 
graves (EIG) pendant I’etude montrent 
des taux de notification similaires entre le 


groupe des vaccines et le groupe temoin. 
Des resultats conformes au profil de tole- 
rance favorable observe au cours des 
12 mois de surveillance active de I’etude 
d’efficacite precedente conduite a (’Assis- 
tance Publique des Hopitaux de Marseille 
(APHM). 

«Le fait de disposer d’un vaccin qui vient 
en complement des antiretroviraux , est 
une avancee majeure dans la cure anti 
VIH», indique le Dr Isabelle Ravaux, prin- 
cipal investigatrice de I’essai a I’APHM. 
Le programme d’etude Clinique d’effi- 
cacite des phases 1 et 2a du candidat- 
vaccin anti-VIH de Biosantech a ete mene 
grace a plus de 50 volontaires de la region 
marseillaise. Biosantech va deposer une 
demande d’essai en phase 3 de son can- 
didat-vaccin et, sous reserve de (’appro- 
bation des autorites reglementaires et des 
resultats a grande echelle, un premier vac- 
cin contre le VIH pourrait etre disponible 
des le second semestre 2018. 

Un vaccin qui repondra a des besoins 
medicaux urgents encore non satisfaits 
dans les regions a forte incidence epide- 
miologique du monde et aussi au besoin 
d’eradication des reservoirs du VIH chez 
les patients sous antiretroviraux. C’est ce 
qu’espere toute I’equipe de Biosantech 
implique dans ce projet... ■■ 

J.-M. M. 


Source: Laboratoire Biosantech. 

www.biosantech.org 
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GENERALES I FORMATION I ACTEURS ECONOMIQUES I PRODUITS NOUVEAUX I LIVRES & AGENDA 


Livres 


La procreation assistee? 
Comprendre vite et mieux 


Chiffres cles, enjeux, debats : tout 
pour se faire une opinion. Envie de 
comprendre, besoin de 
savoir ? Faites-vous votre 
opinion sur I’assistance 
medicale a la procreation 
(AMP) et sur les questions 
de societe qu’elle suscite. 

On y trouve les questions 
et les reponses. Quelles 
sont les techniques 
d’AMP et qui peut en 
beneficier, en France et 
dans le monde ? L’AMP 
et d’autres techniques 
medicales recentes per- 
mettent-elles de choisir 
certaines caracteristiques d’un enfant a 
naitre ? Faut-il autoriser les recherches 
sur les embryons - et si on les autori- 
sait, a quoi serviraient-elles ? Don de 
spermatozoides ou d’ovules, meres por- 
teuses, acces de I’AMP aux couples 
d’hommes ou de femmes, en quoi I’AMP 
fait-elle bouger les modeles familiaux ?. . . 
Et enfin : quelles sont les legislations 


concernant I’AMP, qui decide de ce qui 
est ethique ou ne Test pas ? On decouvre 
les reponses a ces ques- 
tions et a bien d’autres, 
grace a des doubles 
pages resolument gra- 
phiques et faciles a lire. 
Decryptez sans parti-pris 
les debats et la diversity 
des opinions a travers 
des entretiens avec des 
experts et des person- 
nalites de premier plan. 
L’auteur, journaliste 
scientifique chevronnee 
qui a recueilli les donnees 
jalonnant le livre directement aupres 
des specialistes du sujet en France. 
Preface de Pierre Jouannet, professeur 
emerite a I’Universite Paris-Descartes, 
ancien responsable du service de biolo- 
gie de la reproduction a I’Hopital Cochin 
(Paris). ■■ 


Lise Barneoud. Collection Infographies. 

www.editions-belin.com 



Les Recos Vidal 


Depuis plus de 10 ans, les Recos Vidal 
synthetisent les recommandations the- 
rapeutiques frangaises et internationales 
sous forme d’arbres deci- 
sionnels. Les medicaments 
sont indiques pour chaque 
pathologie. Cefonds, enrichi 
et mis a jour chaque mois, 
fait I’objet de la publication 
d’un livre tous les 2 ans. La 
6 e edition vient de paraitre : 

185 fiches pratiques, du 
diagnostic aux traitements, 
pour 185 pathologies et 
situations medicales, ville 
et hopital Cette nouvelle edi- 
tion comporte 10 nouvelles 
Recos, et une actualisation 
de I’ensemble des fiches 
pratiques, dont certaines majeures: 
prise en charge du mesusage de I’al- 
cool, place des nouveaux anticoagulants 
oraux, nouveaux traitements de I’hepa- 
tite C, infections urinaires... Validees 


par un Comite scientifique et structu- 
res sous forme de fiches, les Recos 
regroupent I’essentiel a savoir pour se 
former ou s’informer sur les 
prises en charge recomman- 
dees pour une prescription 
fondee sur les preuves. La 
nouvelle edition 2016 com- 
porte les 1 0 nouvelles Recos 
suivantes: agranulocytose, 
arthrite juvenile idiopathique, 
hypercalcemie, hypotension 
orthostatique, Infections uri- 
naires masculines, Insuffi- 
sance renale aigue, leucemie 
aigue, leucemie myeloide 
chronique, phobie sociale, 
medicaments et fonction 
renale. 

En librairies specialises depuis le 
16 septembre 2015. ■■ 


Format de poche 1 10 x 190 mm - 
2800 pages - Quadrichromie. 

www.vidalfrance.com 



Agenda 


juin-novembre 2016 



JIB/SNBH 2016 
22-24 juin 2016 

Paris/Porte de Versailles 

www.jib-sdbio.fr 

Societe francaise 
d’hygiene hospitaliere 

I- 3 juin 2016 

Nantes 

www.sf2h.net 

EAACI/European Allergy 
& Clinical Immunology 

II- 15 juin 2016 

Vienne (Autriche) 

www.eaaci201 6.org 

Les perturbateurs endocriniens 
21 -22 juin 2016 

Paris/I nstitut Pasteur 
https://www.anses.fr 

ASCO/American society 
of clinical oncology 
3-7 juillet 2016 

Chicago 

www.am.asco.org 

Frontiers of retrovirology 

12- 14 septembre 2016 

Erlangen (Allemagne) 

www.retrovirology.biomedcentral.com 

ECTRI MS/Sclerose en plaques 
Europe 

14-17 septembre 2016 

Londres 

www.ectrims-congress.eu 

EFLM-UEMS 

Laboratory medicine 
at the clinical interface 
21-24 septembre 2016 

Varsovie 

www.ef Im-uems.warsaw201 6.eu 

EAACI-FAAM/ 

Food allergy & anaphylaxis 

13- 15 octobre 2016 

Rome 

www.eaaci-faam.org 

Symposium Infectious diseases 
in children 
19-20 novembre 2016 

New York 

www.lDC/NewYork.com 
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Revue de presse 




Le BOP pour mobiliser rapidement les CSH 


La greffe de cellules souches hemato- 
poietiques (CSH), souvent indispensable 
au traitement des neoplasies, necessi- 
tait leur collecte au niveau de la moelle 
osseuse localisee dans la Crete iliaque des 
os pelviens. Afin d’eviter ce geste invasif, 
de nombreuses etudes ont ete realisees 
dans le but de trouver un moyen pour 
mobiliser les CSH de la moelle osseuse 
vers le sang peripherique. 

Cette mobilisation a tout d’abord ete 
induite par des injections repetees sur 
3 a 4 jours de facteurs de croissance 
tels que le G-CSF (granulocyte-colony 
stimulating factor), dont I’efficacite etait 
cependant contrecarree par des effets 
secondaires parfois importants, telles que 
des douleurs osseuses, une augmentation 
du volume de la rate et d’autres alterations 
du microenvironnement hematopoTetique. 
Par cette strategic, le delai necessaire a 
la mobilisation des CSH est lie au mode 
d’action indirect du G-CSF, qui entraine 
la production, par les granulocytes, de 
proteases qui clivent Interaction entre la 
chimiokine mobilisatrice CXCL12 et son 
principal recepteur, le CXCR4. 

Afin de pallier a ces difficultes, des solu- 
tions alternatives ont ete recherchees. 
C’est ainsi que I’injection d’une dose 
unique d’AMD3100 (plerixafor/mozo- 
bil), une petite molecule antagoniste du 
recepteur CXCR4, a ete proposee. Son 
efficacite s’est revelee particulierement 
interessante mais elle devait toujours etre 
associee au G-CSF, car TAMD31 00 restait 
peu ou pas efficace en son absence. Le 


probleme restait done entier. . . jusqu’a la 
decouverte par une equipe australienne 
d’une autre petite molecule, denommee 
BOP (N-(Benzene-sulfonyl)-L-prolyl-L- 
O-(l-Pyrrolidinylcarbonyl) tyrosine, dont 
I’efficacite, a dose unique sur la souris, 
est remarquable en termes de rapidite 
et de selectivity. 

Dans un article publie dans Nature Com- 
munication en mars, I’equipe de Susan 
Nilsson montre qu’en association avec 

Un antagoniste des 
integrines a 9 (3 1 /a 4 (3 1 les ' 
extrait de leur sanctuaire 
medullaire vers le sang 
j per ipherique. 

I’AMD3100, le BOP presente une effi- 
cacite 3 a 4 fois superieure a celle du 
G-CSF. Cette mobilisation fait interve- 
ne une inhibition des integrines a g p i et 
a 4 P 1 (VCAM), et plus particulierement 
les integrines a9b1, dont le role dans la 
retention des CSH dans la moelle osseuse 
est bien connu. En utilisant un antago- 
niste fluorescent de ces integrines, les 
auteurs ont egalement montre que la 
zone proche de I’os (endoste), ou sont 
preferentiellement nichees les CSH pri- 
mitives, etait particulierement impliquee 
dans le processus de mobilisation. Ms ont 


ensuite mis en evidence que la combi- 
naison BO P/AM D3 100, a dose unique, 
permet la mobilisation de CSH humaines 
en un temps record (environ 1 heure) sur 
la souris humanisee immunodeficiente, 
contrairement au G-CSF administre seul, 
dont I’efficacite dans ce modele etait 
beaucoup plus faible. 

La mise en evidence de I’efficacite du BOP 
dans la mobilisation des CSH humaines 
hors de la moelle osseuse sur la souris est 
un premier pas vers un essai Clinique de 
phase 1 chez I’Homme. Cet essai devrait 
permettre d’ameliorer le recueil des CSH 
en vue de greffes et ce, de fagon plus 
rapide, moins invasive et avec moins 
d’effets secondaires. Ces resultats pour- 
raient egalement presenter un interet dans 
le traitement des neoplasies ou, en les 
gardant en quiescence, le nichage des 
cellules souches leucemiques/cance- 
reuses dans la moelle osseuse les protege 
de I’effet des chimiotherapies. 

Ainsi, en inhibant la liaison des cellules 
souches avec le stroma medullaire via les 
integrines a g p i /a 4 P 1 et le couple CXCL1 2- 
CXCR4, ces molecules mobilisatrices 
pourraient les deloger de leur sanctuaire, 
les mettre en cycle et les rendre alors 
sensibles aux chimiotherapies. II restera 
cependant a trouver un equilibre entre la 
mobilisation des cellules souches leuce- 
miques et des cellules souches normales 
hors de leurs niches protectrices. 


Cao B, et coll. Nat Commun. 2016 Mar 
15;7:11007. doi: 1 0.1 038/ncommsl 1007. 


Si I’incompatibilite de greffe devenait compatible 


Dans les annees 1970, malgre un pro- 
tocole d’immunosuppression severe et 
une ablation de la rate riche en lympho- 
cytes B, les premieres greffes renales 
dites ABO-incompatibles (AOBi), e’est- 
a-dire une greffe entre un receveur et un 
donneur dont le groupe sanguin n’est 
pas compatible, se sont soldees par 
un taux de rejet important. C’est I’ave- 
nement, au cours des annees 2000, du 
rituximab, un anticorps dirige contre la 
molecule CD20 exprimee par la plupart 
des cellules B, qui a permis d’ameliorer 


de fagon tres significative les resultats 
des greffes AOBi. 

Depuis, les protocoles de desensibilisation, 
e’est-a-dire par depletion du plasma du 
receveur en anticorps (dont les anticorps 
HLA) par des echanges plasmatiques (plas- 
mapherese) ou par des techniques d’immu- 
no-adsorption sur colonne permettant une 
approche plus specifiquement ciblee sur les 
anticorps HLA, ont grandement ameliore 
les resultats de ce type de greffe. Cette 
desensibilisation ou mise en compatibi- 
lity pre-greffe doit etre egalement suivie 


par des traitements post-greffes visant a 
empecher ces anticorps de reapparaitre. De 
tels protocoles sont done tres lourds, non 
seulement pour le patient, en particulier en 
termes de duree de desensibilisation et du 
risque accru de cancer lie a cette immuno- 
suppression, mais egalement pour I’hopital, 
en raison de leurs couts importants. De 
ce fait, malgre son interet et la possibility 
recente de greffer des reins a partir de 
donneurs vivants, cette technique reste 
encore trop peu developpee aujourd’hui 
et les etudes publiees ne permettent pas 
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d’etablir le benefice d’un tel protocole. 
Ceci est en particulier le cas pour les 
patients difficilement transplantables en 
raison de la presence d’une forte quantite 
d’anticorps anti-HLA et par manque de 
greffons compatibles. L’interet de I’etude 
americaine qui vient d’etre publiee en 
mars 2016 dans le New England Journal 
of Medicine par Orandi BJ et coll, est d’etre 
une etude multicentrique (22 centres dont 
5 centres avec un fort recrutement) avec 
un nombre important de cas (plus de mille 
patients). 

Dans cette etude, les auteurs ont compare 
le benefice de survie de patients ayant 
regu une greffe de rein HLA incompatible 
a partir d’un donneur vivant apres desen- 
sibilisation avec celle de deux groupes de 
patients-controles : les uns, places sur une 
liste d’attente pour une greffe ou ayant regu 
une greffe d’un donneur decede, les autres, 
places sur une liste d’attente uniquement. 


Les resultats montrent clairement que la 
greffe HLAi a partir de donneurs vivants 
augmente la survie des patients greffes par 
rapport a ceux qui attendent des greffes 
compatibles. 

En effet, 8 ans apres une greffe, 76 % de 
ceux qui avaient beneficie d’une greffe 
HLAi et qui avaient subi une desensibili- 
sation sont toujours en vie par rapport a 
63 % pour ceux qui avaient beneficie d’un 
greffon compatible et a 44 % pour ceux 
qui etaient toujours sur une liste d’attente. 
Bien que les auteurs fassent apparaitre un 
certain nombre de limitations a leur etude, 
et en particulier concernant I’heterogeneite 
des techniques utilisees dans les differents 
centres pour doser les anticorps, desensi- 
biliser les patients et evaluer la persistance 
de cette desensibilisation au cours des 8 
annees de I’etude, de tels resultats offrent 
un espoir aux patients dont I’esperance de 
vie est tres limitee. 


Cet espoir reste fragile car il faudra demon- 
trer I’efficacite de tels procedes sur le long 
terme, mais il est reel, comme en temoigne 
cette etude ainsi que les resultats de diffe- 
rents hopitaux frangais qui les pratiquent 
deja depuis quelques annees. De meme, et 
de fagon tres interessante, des transplanta- 
tions ABOi d’autres organes, en particulier 
de foie, mais egalement de poumons et de 
cceur, ont deja ete realisees avec succes. 
De telles reussites pourraient remettre 
en question la definition meme du terme 
incompatible (du prefixe in, prive de, et du 
verbe latin compatior, souffrir avec, com- 
patir), puisqu’il devient vraisemblable qu’a 
I’avenir, on puisse, non plus souffrir avec 
mais vivre avec cette incompatibilite... ■■ 


Orandi BJ, etcoll. N Engl J Med 2016 
Mar 10;374(10):940-50. doi: 10. 1056/ 
NEJMoal 508380. 


Quand la machine recree I’Homme 


Depuis deja un certain nombre d’annees, 
de plus en plus d’articles publies dans 
la presse grand public et dans la presse 
scientifique vantent les merites de telles 
ou telles machines a reparer ou a... aug- 
menter les hommes ! Parmi ces droles de 
machines, citons pele-mele: protheses, 
exosquelettes, implants cerebraux, yeux 
bioniques, organes artificiels (cceur, main, 
jambe. . .) dont les imprimantes 3D sont les 
meres substitutives de fabrication additive. 
On pensait que ces inventions etaient pour 
demain... mais le futur semble nous avoir 
deja rattrapes, comme nous le decrit un 
article qui vient d’etre publie dans Nature 
Biotechnology de mars 2016. 

Une equipe americaine rapporte pour la 
premiere fois, I’impression d’un tissu bio- 
logique a partir d’un hydrogel alveolaire, 
qui permet aux cellules imprimees de tenir 
dans une structure rigide. Cette structure 
sera ensuite progressivement biodegradee 
in vivo grace a I’incorporation de polymeres 
synthetiques dans I’ hydrogel. Cet hydrogel 
contient entre autres de la gelatine, liquide 
a 37 °C mais solide en dessous de 25 °C, 
du fibrinogene qui apporte de la stability au 
gel et un environnement facilitant I’adhe- 
sion et la proliferation cellulaire, de I’acide 
hyaluronique et du glycerol qui apportent 
une uniformite au gel. 

Cet hydrogel peut avoir differentes tailles 
et revetir differentes formes grace a un 
patron de I’organe a reproduire fabrique au 


millimetre pres grace a un scanner. Enfin, 
I’incorporation de micro-canaux dans la 
structure permet des echanges gazeux et 
nutritifs afin de conserver les cellules en 
vie. L’ equipe montre egalement que les cel- 
lules induites a se differencier peuvent etre 
imprimees et donner alors naissance a des 


Des tissus complexes, 
structures et 
vascularises peuvent 
etre generes par bio- 
impression 3D. 

tissus specialises tels que I’os, le cartilage 
et les muscles squelettiques, le defi etant 
d’imprimer les cellules au bon endroit de 
la structure 3D et de les conserver en vie 
le temps de I’impression avant la mise en 
culture et I’implantation in vivo. 

Les auteurs rapportent qu’ils ont pu ainsi 
reconstruire des tissus specialises dont 
I’analyse histologique met en evidence 
des structures organisees, vascularisees 
et non necrosees. Ce travail est impor- 
tant conceptuellement car il prouve que la 
generation de tissus complexes est pos- 
sible in vitro, mais il ouvre la porte a de 
necessaires futures etudes ou il faudra 


ensuite veiller a ce que ces ensembles 
de tissus repondent a la definition d’un 
organe, c’est-a-dire qu’ils concourent a 
la fourniture d’une fonction physiologique. 
Ainsi, grace aux progres de la science et 
aux avancees technologiques qu’il a lui- 
meme developpe, Homo sapiens deviendra 
egalement, lentement mais surement, un 
horn me bionique. Mais jusqu’ou pourra/ 
devra-t-on aller? Ne joue-t-on pas aux 
apprentis sorciers? Guand on assiste avec 
etonnement a la victoire du programme 
informatique congu par Google sur le cham- 
pion du monde sud-coreen du jeu de go, 
on peut se poser des questions plus que 
legitimes, en particulier sur le risque que 
(’intelligence artificielle de la machine creee 
par I’Homme ne s’emancipe et le depasse. 
Si I’astrophysicien Stephen Hawking 
redoute avec un certain pessimisme que 
cela ne mette fin a I’humanite, ce serait 
sans compter sur ce « petit supplement 
d’ame» qui fait que I’Homme est ce qu’il 
est... Gardons-nous cependant d’un trop 
grand angelisme et tout en restant confiant, 
cultivons notre esprit critique et interro- 
geons-nous, au cas par cas, du bien-fonde 
de telles metamorphoses... ■■ 


Kang HW, et coll. Nat Biotechnol. 2016 
Mar;34(3):312-9. doi: 10.1038/nbt.3413. [Epub 
2016 Feb 15]. 
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AUTOMATISATION DU LABORATOIRE DE BACTERIOLOGY 



Automatisation du laboratoire 
de bacteriologie 

Frangois Jehl a 



Avant-Propos 


utomatisation du laboratoire de bacteriologie : 
il y a 3 decennies, accoler ces trois mots fai- 
sait passer leur auteur pour un doux reveur, 
un utopiste, tant semblait complexe cette discipline 
par la diversity de la nature des prelevements, des 
moyens a mettre en oeuvre pour I’isolement des 
bacteries, leur identification et la determination de 
leur sensibilite aux antibiotiques. Le technicien de 
laboratoire et le biologiste mettaient plusieurs annees 
avant de la martriser et seule une longue experience 
etait garante de leur expertise, irremplagable, et 
jalousement transmise de generation en generation. 
Force est de constater qu’en 201 6, la bacteriologie 
est passee de I’ere artisanale des boites de Petri, 
des oses en platine, de I’identification biochimique 
en galeries de tubes et du mirage des hemocultures 
a la lampe, a celle de la biologie moleculaire, de 
la spectrometrie de masse, des chaines automa- 
tisees de mises en culture avec ou sans «etuves 
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intelligentes », des colorateurs de Gram et autres 
cytometres et des automates d’antibiogrammes 
couples a des systemes dits experts. Bien qu’en- 
core incomplete, gageons que cette automatisation 
deviendra globale dans les proches annees a venir. 
Pour autant les microbiologistes, n’y perdront pas 
leur ame ni leur specificite incontournable a la prise 
en charge des pathologies infectieuses 

Dans ce numero special, Marie-Laure Joly-Guillou 
nous fait benef icier de son « vecu » precieux de cette 
evolution, dont I’historique commence par les mini- 
galeries et les automates d’hemocultures, et dont 
les consequences en termes d’organisation et sur 
le plan humain sont considerables. II n’est, et ne 
sera, pas facile pour tout le monde de faire le deuil 
de la bacteriologie traditionnelle. Dans le meme 
ordre d’idee, Gilbert Greub analyse les avantages 
et les limites des differents systemes d’incubateurs 
intelligents disponibles, tous associes a un systeme 
d’imagerie digitalisee automatisee ouvrant la porte 
a la telebacteriologie. 

Eterne Twizeyimana nous presente de fagon tres 
detaillee, certainement tres utile face a un choix, 
les avantages et les inconvenients respectifs de 
trois automates realisant I’analyse de bacteriologie 
la plus frequente: I’examen cyto-bacteriologique 
des urines. 

Philippe Riegel aborde ce qui est certainement un 
des progres recents les plus decisifs de la micro- 
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biologie medicale: I’identification bacterienne par 
spectrometrie de masse. La possibility de connaitre, 
dans les minutes suivant I’isolement sur gelose, 
I’identite d’une bacterie dont il faut lire I’antibio- 
gramme a certainement contribue a (’amelioration 
de la prise en charge des infections. 

Jean Louis Hermann nous rappelle comment la 
biologie moleculaire appliquee a la bacteriologie a 
beneficie de I’apport de la virologie en ce domaine. 
Les progres sont considerables, meme s’il reste 
encore un peu de chemin a parcourir en termes 
d’automatisation. 

Claudine Quentin-Noury dans une revue quasi 
exhaustive, passe en revue toutes les facettes de 
I’etude au quotidien de la relation antibiotiques-bac- 
teries in vitro aboutissant, in fine, a I’automatisation 
de I’antibiogramme, examinant dans le detail les 
avantages/inconvenients et pieges des nombreuses 
possibility existantes. 

Un grand merci a tous ces auteurs d’avoir pris le 
risque d’accepter une tache redactionnelle difficile, 
necessitant du recul, sur des sujets en plein devenir, 
tres evolutifs et pour lesquels le consensus n’est 
pas toujours de mise. 
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Automates et uroculture : la cytologie urinaire 

Eterne Twizeyimana a> * 


Resume 


L’examen cyto-bacteriologique des urines (ECBU) reste I’analyse bacterio- 
logique la plus prescrite dans un laboratoire de biologie medicale. L’ECBU 
est capital pour poser un diagnostic initial ou un suivi d’une infection du 
tractus urinaire ou de pathologies nephrologiques non infectieuses. Elle 
comporte deux parties indissociables : la cytologie urinaire et la culture sur 
milieux solides. La cytologie peut etre realisee de fagon manuelle ou de 
fagon automatisee. Cet article traite essentiellement de trois automates de 
cytologie urinaire les plus rencontres sur le marche frangais en decrivant 
succinctement leurs principes et performances analytiques. La cytologie 
manuelle presente generalement des resultats semi-quantitatifs et une 
relative variability inter-operateur. Elle consomme du temps technicien. 
L’automate de cytologie urinaire permet de rendre un resultat quantitatif, 
rapide et plus fiable. L’automate permet de standardiser la cytologie uri- 
naire et offre une economie substantielle en temps technicien. 

Automate - cytologie urinaire automatisee - microscopie manuelle. 


El Introduction 


L’examen cyto-bacteriologique des urines (ECBU) reste 
I’analyse bacteriologique la plus prescrite dans un labo- 
ratoire de biologie medicale. L’ECBU est capital pour 
poser un diagnostic initial ou un suivi d’une infection uri- 
naire ou de pathologies nephrologiques non infectieuses. 
Le tableau I, inspire de I 'article de Block et al [1], rappelle 
I'interet clinique de la cytologie urinaire. 

Elle comporte deux parties indissociables: la cytologie 
urinaire et la culture sur milieux solides. La cytologie peut 
etre realisee de fagon manuelle ou de fagon automatisee. 
Dans cet article, nous allons essentiellement traiter des 
automates de cytologie urinaire en decrivant succincte- 
ment les principes de fonctionnement et les performances 
analytiques et diagnostiques de chacun des automates 
disponibles sur le marche. La cytologie manuelle souffre 
malheureusement d’une imprecision des chiffres rendus 
(leucocyturie semi-quantitative) et d’une relative variability 
inter-operateur. Elle a I’inconvenient de consommer du 
temps technicien et done d’impacter le budget du personnel 
du laboratoire hospitalier. L’automate de cytologie urinaire 
permet de rendre un resultat precis, rapide et plus fiable. 
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Summary 

Automation and urinalysis: the urine cytology 

The bacterial urinalysis (or urine culture) remains the 
most prescribed bacteriological analysis in a medical 
laboratory. The urine culture is essential for making an 
initial diagnosis or monitoring of a urinary tract infection 
or noninfectious nephrological diseases. It consists of 
two inseparable parts: urine cytometry and culture on 
solid media. Cytology can be performed manually or in 
an automated manner. In this article, we will deal mainly 
with three of urine sediment analyzers most encounte- 
red on the French Lab market by briefly describing their 
analytical principles and performance. Manual cytology 
generally provide semi-quantitative results and a relative 
inter-operator variability. It also consumes technician 
time of work. Urine sediment analyzers offers a quan- 
titative result, faster and more reliable. The automated 
urinalysis enables standardization urinary cytology and 
offers a substantial saving technician time. 

Automate - automated urinalysis - 
manual microscopic screening. 


article regu le 31 decembre 2015, accepte le 31 janvier 2016 

© 201 6 - Elsevier Masson SAS -Tous droits reserves. 


Trois des automates de cytologie urinaire vont etre abordes 
ici: UF-IOOOi® de SYSMEX, IQ200® d’lRIS DIAGNOSTIC 
Inc., et SediMax® distribue par A.MENARINI France (ou 
UriSed® distribue par I2A). 

Les laboratoires de biologie medicale sont equipes, du 
moins partiellement, d’automates impliques a differentes 
etapes du processus analytique. Un examen bacteriologique 
urinaire est le plus souvent indique a des fins diagnostiques 
et comporte des etapes bien definies. Elies sont au nombre 
de trois: le volet pre-analytique concerne le prelevement 
biologique (sa nature, conditions et modalites de prele- 
vement et d’acheminement au laboratoire dans le milieu 
conservateur approprie). Pour les urocultures, au sein des 
laboratoires frangais, le prelevement est communement 
realise en tube borate. La phase analytique comprend 
I’etude de la cellularite du prelevement et/ou la mise en 
culture lorsque cela est necessaire et enfin, le volet post- 
analytique de I'ECBU comporte le rendu d'un resultat 
definitif clairement interprets pour le prescripteur clinicien.. 

3 Les principaux avantages de 
rautomatisation en bacteriologie 

L’automatisation de la bacteriologie presente de nombreux 
avantages qui sont bien decrits dans I’article de Martin et 
al [2]. « L’automatisation d’un laboratoire de bacteriologie 
repond a des imperatifs de qualite (standardisation, tragabi- 
lite, diminution du risque d’erreur, validation technique) et de 
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Tableau I - Correlations entre les elements urinaires 
et le contexte etiologique [1]. 

Elements urinaires Contextes cliniques 



Hematurie intermittente: 


Inexpliquee: asymptomatique. 


Infection du tractus urinaire. 


Lithiase. 


Exercice physique intense (hematurie d’effort). 


Traumatisme. 

Hematurie microscopique. 

Endometriose 

Hematurie permanente: 


Drepanocytose. 


Polykystose renale. 


Cancers: vessie, rein, prostate. 


Adenome de prostate. 


Glomerulopathie: nephropathie IgA, Syndrome 
d’Alport, maladie de membranes basales fines. 


Infection du tractus urinaire. 


Leucocyturie aseptique: 


Infection urinaire decapitee. 


Contaminations vaginales (leucorhhees). 

Leucocyturie. 

Infections urinaires a germes atypiques 
(mycoplasmes, Chlamydiae spp, tuberculose urinaire). 


Nephropathie interstitielle chronique (lymphocyturie). 


Tumeur urotheliale. 


Lithiase 

Cellule Epitheliale Renale 
(tubulaires et transitionnelles). 

Necrose tubulaire renale, pyelonephrite, syndrome 
nephrotique. 

Cellule epitheliale pavimenteuse. 

Contamination vaginale. 

Cellules urotheliales anormales. 

Tumeurs urotheliales. 

Infections virales (virus JC, BK). 

Corps gras ovalaires 

(depots lipidiques intra-cellulaires). 

Syndromes nephrotiques 

Cylindres : 


-hyalins. 

Precipitation de la proteine de Tamm-Horsfall. 

-erythrocytaires. 

Syndrome nephritique. 

-leucocytaires. 

Nephrite interstitielle aigue, pyelonephrite. 

-granuleux et cireux. 

Lesions tubulaires en phase terminale de 
I’insuffisance renale chronique. 

-bacteriens. 

Infection et/ou contamination. 

-levures. 

Infection ou contamination. 

Cristaux : 


-Oxalate de Calcium. 

Cristaux les plus frequents. 
Independants du pH urinaire. 

-Acide urique. 

Formes dans une urine a pH < 6. 

-Phosphates (de Calcium, 
de Magnesium, ammoniaco- 
magnesien et calcico-magnesien). 

Formes dans une urine a pH > 6. 

-Aminoacides. 

Trouble metaboliques. 
(Cysteine, Tyrosine et Leucine). 

-Medicamenteux. 

Formation tubulaire renale 

(= cause potentielle de lesions renales). 

Autres : 


- SpermatozoYdes 

Preciser leur presence. 

- Mucus 

Pas d’interet clinique. 


productivite en reduisant les taches repetitives a 
faibles valeurs ajoutees (tri des prelevements et 
des cultures negatives, ensemencement) pour 
consolider des etapes importantes comme la 
selection des colonies par exemple. L’ automate 
est un gage de qualite et offre une meilleure traga- 
bilite de toutes les etapes de I’analyse. Connecte 
au systeme informatique du laboratoire, I’automate 
permet de rendre plus rapidement les resultats en 
evitant des erreurs de retranscription manuelle. 
L’automate genere egalement une economie en 
temps technicien en consacrant les techniciens a 
des taches plus avancees. L’apparition des auto- 
mates de cytologie urinaire sur le marche frangais 
permet de standardiser la cytologie urinaire et de 
rendre un resultat reproductible. » 

3 Les automates 
de cytologie urinaire 
disponibles sur le marche 
frangais 

Nous avons choisi de decrire succinctement 
trois automates frequemment rencontres dans 
les laboratoires frangais : l’UF-1 OOOi® (Sysmex 
Corporation, Kobe, Japan) distribue par bioMe- 
rieux, I’automate iQ®200 ELITE (Iris® Diagnostics 
Inc, Chatsworth, CA, Etats-Unis) distribue par 
Beckman Coulter et I'automate SediMAX (77 
ELEKTRONIKAKft, Budapest, Hongrie) distribue 
par MENARINI Diagnostics France. L'automate 
Urised distribue par l2Afonctionne sur le meme 
principe technique que le SediMAX. 

3.1. L’automate 
UF-IOOOi de SYSMEX 

La technique utilisee par I’UF-I OOOi (figure 1) 
est basee sur la fluoro-cytometrie en flux auto- 
matisee basee sur une technologie de diode 
laser couplee a la focalisation hydrodynamique 
et a rimpedancemetrie. L’echantillon est pre- 
leve et achemine vers une chambre de mesure 
qui utilise une focalisation hydrodynamique 
pour assurer une unicite de passage et une 
lecture de chaque particule devant le faisceau 
laser ainsi qu’un parfait centrage des cellules 
et une absence de deformation cellulaire. Une 
chaTne analytique dediee analyse seulement 
les micro-organismes cellulaires presents dans 
I’urine (chambre BACT), une autre analyse les 
erythrocytes, les leucocytes et d’autres sedi- 
ments urinaires (chambre SED). L’echantillon 
aspire est done separe en deux par I’interme- 
diaire d’une vanne d’echantillonnage et trans- 
fere dans les deux chambres reactionnelles. : 
150 pL pour I’analyse des sediments (SED) et 
62,5 pL pour I’analyse des bacteries (BACT). 
Dans chacune des chambres, une dilution et 
une coloration avec des sondes fluorescentes 
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a base de polymethine (qui se lient specifiquement aux 
acides nucleiques) sont effectuees. 435 pL de diluants et 
1 5 pL de colorants sont ajoutes dans la chambre des sedi- 
ments et 425 pL de diluants et 12,5 pi de colorants sont 
ajoutes dans la chambre des bacteries. Les echantillons 
sont agites et montes en temperature: les sediments sont 
colores pendant 1 0 minutes a 35 °C au moins et les micro- 
organismes pendant 20 minutes a 42 °C au moins. Ensuite, 
la conductivity de I’echantillon de I’urine est mesuree. Les 
deux fractions de I’echantillon (SED et BACT) sont aspirees 
dans le liquide froid de gainage (UF-Sheath). Un tunnel 
liquide est forme selon un flux laminaire ce qui permet 
une unicity de passage. Les deux fluides ne se melangent 
pas et restent separes en raison d’une celerite et d’une 
temperature differentes. L’automate permet d’analyser au 
maximum 65000 particules issues de chaque chambre. 
Chaque cellule est eclairee par un rayon laser rouge de 
longueur d’onde stable (635 nm) precisement oriente. 
Les cellules individuelles sont fluorescentes et diffusent 
la lumiere a differents degres. La seconde etape de la 
technique est I’analyse optique qui permet d’etudier les 
signaux generes par I’automate. 

Pour chaque particule, les lumieres frontale et laterale 
emises sont detectees en deux endroits par une photodiode 
a deux positions (frontale et laterale) puis converties en 
signaux electriques. L’intensite de la fluorescence (faible au 
depart puis amplifiee par un multiplicateur) est egalement 
convertie en signal electrique. C’est la conversion photo- 
electrique des signaux de lumiere diffusee vers I’avant, de 
lumiere diffusee lateralement et de lumiere fluorescente 
laterale generee par chacune des particules. Chaque par- 
ticule detectee comme telle est immediatement classee. 
L’intensite de la lumiere diffusee vers I’avant (Fsc: forward 
scatter) deduite de I’amplitude du signal electronique 


reflete le diametre de cellule tandis que la largeur du 
meme signal frontal (Fscw: width) correspond a la lon- 
gueur cellulaire. Le signal Fsc reflete principalement 
les donnees concernant la taille des cellules ou des 
particules. 

L’intensite de fluorescence laterale {FI) indique une ten- 
dance a une coloration de la cellule ou particule (ou une 
partie). La largeur (done la duree : Flw) de cette impulsion 
du signal de fluorescence laterale reflete la longueur de la 
zone coloree. De plus, I’impedance qui illustre le volume 
cellulaire est egalement mesuree. La lumiere fluores- 
cente emise par les cellules colorees de I’urine reflete 
done la surface quantitative des cellules, les proprietes 
nucleates (quantity d’ARN et d’ADN) et intracytoplas- 
miques grace aux proprietes des anticorps colores et 
au pigment fluorescent. 

La lumiere diffusee lateralement (Ssc : side scatter) permet 
de fournir des renseignements sur la structure interne de la 
cellule ou de la particule : plus I’index Ssc est eleve, plus la 
structure interne est complexe. Ceci permet, par exemple, 
de separer les globules blancs des cellules epitheliales ou 
les erythrocytes des cristaux. 

Chaque type de signal est ainsi genere sur les elements 
issus des deux chambres analytiques et les donnees 
inherentes sont precedees d’une lettre B ou S correspon- 
dent respectivement a la chambre analytique des micro- 
organismes (BACT) ou des sediments (SED). 

La combinaison de ces trois signaux generes permet 
une classification des elements cellulaires. Les cellules 
ayant des proprietes physiques et chimiques similaires 
torment une population similaire sur un graphique appele 
diagramme de dispersion (scattergram) avec des codes 
couleurs dedies et une numeration quantitative de chaque 
type de particule. 
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Les modeles recents (UF-IOOOi et UF-500i) de cet auto- 
mate de cytologie urinaire fonctionnent sur ce principe. 
L’UF-IOOOi peut identifier et quantifier cinq parametres 
principaux: les erythrocytes (RBC), les leucocytes (WBC), 
les cellules epitheliales squameuses (EC), les cylindres 
hyalins (CAST), les bacteries (BACT). 

Sept autres parametres sont detectes: les cylindres patho- 
logiques (Path. CAST), le mucus, les petites cellules rondes 
(SRC) (cette categorie inclue les cellules tubulaires renales 
et les cellules epitheliales transitionnelles), les cellules 
levuriformes (YLC), les cristaux (X-TAL) et les spermato- 
zo'fdes (SPERM) et la conductivity. 

L’automate permet de rendre egalement des donnees sur 
la morphologie generale des globules rouges. 

Enfin, il est possible de programmer une alarme UTI (Urinary 
Tract infection) qui met en evidence la probability qu’il 
y ait une veritable infection urinaire sur la base de deux 
parametres WBC et BACT. 

L’UF-IOOOi incorpore une serie d’alertes qui sont defi- 
nes par le fabricant mais modulables par I’utilisateur. 
Les echantillons qui depassent les seuils significatifs 
peuvent etre etiquetes selon les valeurs de seuil definies 
par I’utilisateur. 

Les recommandations du fournisseur sur les seuils signifi- 
catifs de trois parametres principaux : RBC : 25/pL, WBC : 
20/pL et BACT : 100/pL ont ete determinees sur la base 
d’une collecte bibliographique. Les autres parametres ont 
des seuils d’alerte recommandes par le fabricant : EC : 1 5, 
CAST : 1 0, X’TAL : 1 5, YLC : 1 0, SRC : 1 0 et Path.CAST : 1 5. 
Les valeurs sont re-ajustables et enregistrees par le four- 
nisseur apres discussion avec le biologiste utilisateur 
selon les specificites cliniques du laboratoire. 


Acquerir un tel automate signifie qu’il ne faut pas negliger 
le volet des depenses liees aux reactifs et consommables 
car il faut se fournir regulierement en liquide de gainage, 
en colorants et en diluants des chambres SED et BAC 
et enfin, en controles internes de I’automate a passer 
quotidiennement. 

L’automate UF-IOOOi fournit des resultats quantitatifs 
et doit etre valide en portee B pour etre accredits au 
laboratoire selon la norme IS015189. Dans ce sens, le 
fournisseur propose une aide pratique a I’accreditation 
UF-1 OOOi afin de verifier sur place les performances ana- 
lytiques de I’appareil . 

II existe egalement differents contrats de maintenance 
proposes par bioMerieux, a definir entre le biologiste et 
le fournisseur. 

3.2. SediMAX de A.MENARINI 
Diagnostics France 

Un autre automate de cytologie urinaire appele Sedi- 
MAX® (figure 2) existe sur le marche et a ete compare 
a la microscopie manuelle [3]. Cet appareil est fabrique 
par Elektronika77 (Budapest, Hongrie) et distribue par 
A. Menarini Diagnostics France. 

L’automate affiche une cadence d’analyse qui peut atteindre 
120 echantillons par heure dans la version SediMAX 2®. 
Sa capacity de chargement est de 100 tubes (10 echan- 
tillons par portoirs). Le lecteur code-barres est integre. 
L’automate travaille avec un systeme de cuvettes a usage 
uniques disposees sur des colonnes de 50 cuvettes. 
La capacity de chargement est de 12 colonnes, soit 600 
cuvettes a bord de I’appareil. 
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Le principe analytique de cet automate est base sur 
la capture d’image microscopique. L’urine est aspiree 
et un volume de 200 pL est insere dans la cuvette a 
usage unique. Cette cuvette est ensuite centrifugee 
(centrifugeuse integree, 1 0 secondes a 2000 rpm) ce qui 
permet d’obtenir une couche cellulaire unistratifiee du 
sediment urinaire. La cuvette est ensuite analysee par un 
microscope classique couple a une camera numerique 
qui prend des cliches et permet de classer automati- 
quement les elements en 15 types de particules en se 
basant sur leur taille, leur forme et leur texture a I’aide 
d’un logiciel de traitement d’image. L’imagerie digitale et 
le logiciel de reconnaissance automatique des particules 
sont utilises pour classer les particules et les cellules 
urinaires et fournissent ainsi des resultats quantitatifs 
et semi-quantitatifs. 

La camera prend 5, 10, 15 ou 20 images numeriques 
(le nombre d’images est parametrable) en resolution 
HPF (High Power Field) ou LPF (Low Power Field) sur 
differentes zones de la cuvette. Le logiciel de reconnais- 
sance de formes detecte et classe les particules et les 
cellules. L’operateur peut visualiser les images presen- 
tant des champs complets, identiques a ceux observes 
en microscopie manuelle et utiliser la fonction zoom. 
Le resultat peut etre revu et corrige par I’utilisateur qui 
peut egalement identifier et quantifier 32 autres elements 
en manuel. Le resultat est exprime a la fois en nombre 
de particules par pi et en categorie de classification. Les 
donnees sont tracees avec une capacite de stockage de 
1 0 000 resultats-echantillons avec images (SediMAX 2®). 
II existe plusieurs versions ameliorees du SediMAX® qui 
sont : le SediMAX 2®, le SediMAX conTRUST® (disponible 
courant 2016) et le SediMAX LITE® (disponible fin 2016). 


Le SediMAX 2® beneficie d’une cadence de travail plus 
elevee (120 echantillons traites par heure), d’une came- 
ra plus performante, d’une qualite de focus ameliore, 
d’un mecanisme plus silencieux et d’un nouveau module 
devaluation qui permet de differencier les bacteries 
coccoides des bacilles. Cette version permet egalement 
a I’utilisateur de controler totalement la microscopie, en 
deplagant la cuvette et/ou en modifiant le focus (option 
examen manuel). 

Le SediMAX conTRUST® permet une double capture 
d’image. L’operateur dispose ainsi a la fois d’images en 
lumiere directe et d’images en contraste de phase. 

Cela lui permet d’affiner la reconnaissance de certaines 
particules urinaires telles que les cristaux. La cristallurie 
est done mieux etudiee sur cette version. 

Le SediMAX LITE® est une version semi-automatique de 
I’automate, ideale pour des laboratoires de petit volume 
ou dedies aux urgences techniques, voire en back up. 
La gamme SediMAX® permet de detecter et quantifier 
en automatique les cellules ou particules suivantes: 
les erythrocytes, les leucocytes, les cylindres hyalins 
et pathologiques, les cellules epitheliales, les cellules 
rondes, les bacteries, les levures, les cristaux (oxalate 
de calcium monohydrate et dihydrate, acides urique, 
tri-phosphate), le mucus et les spermatozoides. Disposant 
d’images presentant des champs complets, I’utilisateur 
peut egalement detecter d’autres elements urinaires 
moins typiques. 

Le seul consommable de cet appareil est la cuvette a 
usage unique. 

L’automate UriSed® (77 ELEKTRONIKA Kft, Budapest, 
Hongrie) distribue par I2A [1] fonctionne sur le meme 
principe [4] (figure 3). 
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Figure 4 - Description de TiQ1200 [5]. 
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3.3. La serie d’automates iQ 200 
cl’IRIS DIAGNOSTICS 

La gamme d’automates iQ200 d’lRIS DIAGNOSTICS 
(figure 4), distribue en France par Beckman Coulter, uti- 
lise le principe d’imagerie numerique associe un logiciel de 
reconnaissance automatique des particules (appele APR) 
pour classer et quantifier les particules urinaires contenues 
dans une urine non centrifugee. Le principe analytique est 
detaille dans Particle de Dewulf et al [5] qui reprend les 
points essentiels suivants. 

Les elements urinaires sont photographies par une camera 
numerique haute definition CCP (charged couple device) 
dans un flux cellulaire planaire qui oriente et exerce sur les 
particules un mouvement hydrodynamique dans le plan 
focal de I’objectif du microscope : c’est la technologie de 
morphologie a flux numerique (Digital Flow Morphology). 
La serie d’automates iC200 utilise I’imagerie digitale pour 
prendre et analyser 500 photographies de chaque echantil- 
lon traite et le logiciel APR (Auto Particule Recognition) va 
classer les images en cellules ou particules urinaires selon 
la texture, le contraste, la forme et la taille des elements. 
L’automate iC200 alors presente la classification a I’utili- 
sateur pour une confirmation rapide a I’ecran. Ce dernier 
peut definir les modalites d’auto-validation automatique 
et ne garder que les dossiers complexes si besoin. La 
technologie de validation automatique de resultats (EFR) 
permet un flux de travail ameliore car elle permet de ne 
presenter a I’utilisateur (technicien, biologiste) que des 


dossiers complexes. Le cytometre classe les images en 
douze categories et peut quantifier 27 sous-categories 
supplementaires comprenant par exemple: les erythro- 
cytes (RBC), les leucocytes (WBC), amas de leucocytes 
(WBC clumps), cylindres hyalins (et autres cylindres non 
classes), cellules epitheliales pavimenteuses et non pavi- 
menteuses, bacteries, levures, cristaux, mucus et les 
spermatozoides. Les images numeriques des particules 
sont conservees, environ 500 cliches par echantillon, et 
peuvent etre visualisees et reclassees par I’operateur, 
potentiellement sans besoin de recourir a la microscopie 
manuelle. Le prelevement n’est pas colore et I’aspect des 
differents composants peut mettre en difficulty un obser- 
vateur pourtant entraine mais qui est habitue a la lecture 
traditionnelle des lames colorees. Cette difficulty peut 
etre levee a Tissue de quelques seances d’entrainement. 
La gamme d’automates iQ200 existe en plusieurs versions 
adaptees a toutes les charges de travail : il existe done trois 
analyseurs iQ200 SELECT, ELITE et SPRINT qui traitent 
respectivement 40, 70 et 1 1 0 echantillons par heure. L’auto- 
mate iQ200 permet aussi Tanalyse en microscopie de flux 
d’autres liquides biologiques (liquide cephalo-rachidien, 
liquide articulaire. . .) grace a un module specifique et cette 
action peut etre faite dans une serie contenant aussi des 
prelevements urinaires. 

Enfin, TiQ200 offre egalement des solutions pour etre 
conforme aux exigences de la norme 1 51 89, une tragabilite 
des donnees resultats patients (resultats bruts, modifica- 
tion des resultats...), des controles qualites, des reactifs et 
des consommables (numero de lots, dates d’expiration). 
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Discussion generate: comment 
aborder (’acquisition d’un 
automate de cytologie urinaire? 

L’ acquisition d’un automate de cytologie urinaire se fait gene- 
ralement a Tissue d’une etude medico-economique validee a 
lafois par Tequipe medico-technique (biologistes medicaux) 
et les services biomedical et financier de Tetablissement 
concerne. 

devaluation generate peut etre realisee sur site et debuter 
par une periode d’essai des differents automates dispo- 
nibles sur les centrales d’achats groupes du marche prive 
ou public (Uni-HA et UGAP par exemple). L’ etude technique 
se fait en presence du personnel (biologistes et techniciens 
de laboratoire) et va aborder les caracteristiques generates 
(niveau sonore, climatisation, necessity d’un arret quotidien 


de Tautomate, reseaux electrique et informatique. . .). Le logi- 
cal d’un automate doit idealement etre convivial, pratique 
et comporter des parametres pertinents (compte utilisateur, 
seuils pathologiques, seuils de validation technique, criteres 
de rejet. . II faut imperativement passer en revue toutes les 
caracteristiques techniques suivantes : facilite de chargement 
des tubes, compatibilite avec les tubes borates utilises, 
chargement en continu avec une fonction urgence, duree 
de Tanalyse, les volumes aspires et analytiques, existence 
et prise en charge des interferences en cas d’urines troubles 
(purulentes, hemorragiques...). 

Tous les automates ne se valent pas : un automate donne 
sera capable d’identifier et de quantifier certains parametres 
(hematies, leucocytes par exemple) mais ne pourra qu’en 
detecter d’autres (cristaux, par exemple). Le choix de Tau- 
tomate doit aussi tenir compte des attentes des cliniciens 
prescripteurs au sein d’un etablissement donne. Le tableau II 
reprend certains des caracteristiques techniques des trois 


Tableau II- Specifications techniques des automates de cytologie urinaire. 

Nom de Tautomate 

UF-IOOOi 

SediMAX 

IQ200 

Date de 

commercialisation 

2006 

2009 

2003 

Elements identifies 

GR 

GB 

Cellules epitheliales 
Bacteries 

Autres elements detectes: 
Cylindres 

Cylindres pathologiques 
Cristaux 

Petites cellules rondes 

Spermatozoides 

Levures 

Mucus 

Debris 

GR 

GB 

Cellules epitheliales 
Petites cellules rondes 
Cylindres hyalins 
Cylindres pathologiques 
Bacteriurie avec une differenciation 
entre cocci et bacille. 

Cristaux : 

- oxalate de Ca (mono et dihydrate) 

- acides uriques 
-Triphosphates 

Levures. 

Parasites (schistosomes) en mode 
manuel. 

Spermatozoides 

Mucus 

GR 

GB 

Amas de GB 
Cylindres 
Bacteries 
Cristaux 

Cellules epitheliales pavimenteuses 
Cellules epitheliales non pavimenteuses 
Levures 

Spermatozoides 

Mucus 

Sous-qualification 

quantifiable 

- Oui pour les hematies 

- Non pour les cristaux et cylindres 

- Fournit Information sur le pourtour 
des cristaux (oxalates) 

Oui pour hematies, cristaux, 
cylindres et autres cellules. 

- Oui pour hematies, cristaux et 
cylindres 

- Les cristaux de borate sont 
comptabilises en cristaux 

(si utilisation de tube borates) 

Principe analytique 

Cytometrie en flux avec diode laser 
et focalisation hydrodynamique 

Microscopie automatique 
du sediment urinaire avec un logiciel 
de reconnaissance des particules 

Microscopie urinaire a imagerie 
numerique couplee a un logiciel de 
reconnaissance des particules (APR) 

Cadence 
(echantillons par 
heure) 

Jusqu’a 100 
(80 avec protocole anti- 
contamination) 

80-120 

(5 a 20 images par echantillon) 

iQ SPRINT: 101 
iQ ELITE: 70 
iQ SELECT: 40 

Controles 

Deux niveaux de controles : 

CQ haut et bas 
Comportent de nombreux 
parametres dont des hematies et 
des leucocytes. 

Passage quotidien 

Un Controle negatif. 

Un Controle positif. 

Comportent des hematies et des 
leucocytes. 

Passage quotidien. 

Un controle positif 
Un controle negatif 

Comportent uniquement des hematies. 
Passage quotidien 

Volume minimal 
d’echantillon 

4 ml_ 

(1 ml_ en mode manuel) 

2 mL 

2 mL 

Volume analytique 

0,8 ml_ (manuel) 

1 ,2 mL (automatique) 

0,2 mL 

0,8 mL 
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Tableau IV - Performances analytiques des differents automates de cytologie urinaire [1]. 

Nom de 
I’automate 

Elements 

urinaires 

Bornes de verification 
de linearite 
(10 3 par mL) 

Moyenne de 
concentration cellulaire 
(10 3 par mL) 

Repetabilite 

CV% 

Reproductible 

CV% 

References 




18 

10,5 

- 





375 

2,1 

- 



GB 


45 

- 

8 




790 

- 

5,2 





52 

15,2 

- 





850 

8,9 

- 

[7] 


BACT 


195 

- 

11,7 




715 

- 

7,6 


UF-IOOOi® 



10 1 

78,6 

< 10 



GR 

0,1-10 3 

10 5 

0,4 

<10 





>10 2 

<10 

<10 





10 1 

96,4 

< 10 



GB 

0,1- 10 2 

10 4 

0,7 

<10 




> 10 

<10 

<10 

[6] 




5.1 0 1 

74,2 

< 10 


BACT 

0.1-10 3 

10 5 

3,1 

<10 




> 10 2 

<10 

<10 





12,25 

32,6 

- 



GR 


1246 

6,2 

- 





114,9 

10,4 

- 



GB 

- 

464,6 

4 

- 

[8] 


BACT 

- 

45,9 

30 

- 


CES 

- 

6,35 

48,4 

- 



CENS 

- 

6,65 

6,65 

- 



Levures 

- 

32,7 

25,1 

- 





14,4 

26,48 

- 



GR 

22 - 846 

91,1 

8,33 

- 



230,7 

9,78 

- 





11,1 

17,9 

- 



GB 

4.5 - 1 029 

121,8 

6,41 

- 

[5] 


824,9 

10,16 

- 





514 

4,6 

- 


iQ200® 

Particules 

1 -984 

920 

3,3, 

- 


969,4 

- 

5,57 





786-1 029 

3, 0-5, 6 

- 





253-356 

3, 4-8, 4 

- 





100-145 

4,2-13,5 

- 





17-20 

14,0-29,6 

- 





1017 

- 

3,3 



GR 


802 

- 

4,8 





443 

- 

7,2 





155 

- 

7,4 

[9] 




28 

- 

19,2 




794-1 006 

2, 4-3, 4 

- 





258-380 

4, 5-6, 7 

- 



GB 

- 

79-115 

3,1-15,3 

- 




16-30 

12,6-22,3 

- 





59-93 

8,9-14,8 




EC 

- 

39-59 

10,1-15,5 






13-22 

18,1-31,3 






18 

17,8 






30 

- 

14,7 



GR 

- 

283 

- 

7,2 


SediMAX® 


447 

6,7 

- 




4 

16,6 

- 





25 

- 

5,4 

[3] 


GB 


166 

- 

3,0 




258 

4,4 

- 


CES: Cellules epitheliales squameuses. 
CENS: Cellules epitheliales non-squameuses. 
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Tableau III - Valeurs fournisseurs (par pL) 
des parametres d’alertes automatiques 


UF-IOOOi 

SediMAX 

iQ200 

Leucocytes 

20 

10 

10 

Erythrocytes 

25 

10 

10 

Cellules epitheliales 

50 

2 

1 

Cristaux 

5 

6 

15 

Cylindres 

10 

10 

1 

Levures 

1 

3 

2 

Bacteries 

100 

75 

1 


automates traites dans ce papier. Les seuils de detection 
doivent etre connus ainsi que les performances analytiques 
(repetabilite, reproductibilite, sensibilite, specificite et conta- 
mination inter-echantillon). Le tableau 1 1 , inspire de Particle 
de Block et al [1], regroupe certaines valeurs de performances 
analytiques retrouvees dans la litterature [3, 5-9]. U evaluation 
technique ne doit pas negliger les modalites de calibration de 
I’automate, de passage de controle qualite et le remplacement 
des reactifs. Le traitement des dechets est aussi important 
a prendre en compte (nature des dechets, volume, mode de 
production et traitement). 

Dans une optique d 5 accreditation du laboratoire d’analyse 
medicale, tous les fournisseurs proposent un accompagne- 
ment a la mise en place de la norme ISO 15189 en repon- 
dant aux problematiques de tragabilite (session utilisateur, 
echantillons, reactifs controle qualite et calibrant), d’archivage 
(support, frequence, duree), de mise a jour periodique du logi- 
ciel de Pautomate et de gestion des dates de peremptions et 
de numeros de lots (reactifs, calibrants et controles qualite). 
La maintenance de Pautomate est capitale et imperative: 
elle possede generalement un cout financier et technique et 
doit etre connue et clairement definie avec les fournisseurs. II 
faut en connartre la nature et la duree pour anticiper la mise 
en place d’une procedure degradee. La maintenance peut 
etre journal iere, hebdomadaire, mensuelle ou semestrielle et 
effectuee par Putilisateur et/ou par le fabricant en fonction 
de la complexite des taches. La maintenance sera ensuite 
tracee dans un registre dedie. Enfin, la gestion des pannes 
d’automates doit etre anticipee. II faut prevoir la demarche 
a suivre (hotline joignable ou non, 7 jours sur 7, passage en 


procedure degradee...) et definir eventuellement un pret de 
materiel gratuit en cas de panne prolongee. Avec Pensemble 
de ces donnees techniques, le biologiste peut choisir un auto- 
mate de cytologie urinaire en ayant a Pesprit que la cytologie 
urinaire reste un examen de laboratoire tres prescrit que ce 
soit en milieu hospitalier ou communautaire et que la maitrise 
de Paspect technique de cet examen est capitale pour rendre 
un resultat correct et reproductible au prescripteur clinicien. 

3 Conclusion 

Sur le marche frangais, differents automates de cytologie 
urinaire existent et presentent principalement deux prin- 
cipes analytiques: d’une part le principe de fluoro-cyto- 
metrie de flux pour analyser le culot urinaire (UF-IOOOi) 
et de I’autre, et de I'autre, le principe d'analyse photo- 
graphique des cellules et particules urinaires passant 
devant un objectif microscopique soit apres centrifugation 
interne (SediMAX) ou non (iQ200). 

Les automates de cytologie urinaire permettent d’ameliorer 
la productivity du laboratoire de bacteriologie en optimi- 
sant les competences des techniciens de laboratoire a 
des taches plus complexes a valeur ajoutee a condition 
de definir clairement les criteres d’acceptabilite des resul- 
tats bruts. L’automate permet d’assurer la tragabilite des 
donnees relatives aux analyses d’ECBU et d’harmoniser 
les pratiques et les resultats de cytologie urinaire. Une 
economie en temps technicien est done possible mais 
en etablissant des criteres de revision microscopique 
des examens. 

L’acquisition d’un automate de cytologie urinaire suppose 
une evaluation de ses performances (repetabilite, repro- 
ductibilite, contamination inter-echantillon et linearite) 
au laboratoire dans le cadre de la validation de methode 
d’analyse en portee B. Les fournisseurs d’automate sont 
egalement sensibilises a la norme 15189 et proposent 
generalement un accompagnement technique en vue de 
I’accreditation de cette analyse automatisee au laboratoire. 
L’acquisition d’un automate ne doit pas se faire sans une 
etude de rentabilite en fonction du volume d’activite et du 
cout lie aux reactifs et consommables. 

Conflits d’interets: Pauteur declare ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article. 
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Methodes moleculaires 
et automatisation en microbiologie 


Jean-Louis Herrmann 3 


Resume 


La biologie moleculaire fait maintenant partie inherente de I 'arsenal dia- 
gnostique. Porte par les developpements en virologie medicale, I’ensemble 
de la microbiologie medicale semble ne plus pouvoir deroger a la biologie 
moleculaire devant les potentiels services rendus au patient. De meme, 
une automatisation permettant de degager du temps afin d’ameliorer la 
prise en charge des prelevements positifs doit apporter egalement cette 
efficience. Mais il reste la encore un peu de chemin a parcourir. 


Automatisation - biologie moleculaire. 


EB Introduction 


Les methodes moleculaires sont basees sur la detection et 
la caracterisation partielle ou complete d’ADN ou d’ARN 
microbiens dans I’echantillon clinique. En microbiolo- 
gie, ils peuvent etre utilises a des fins de recherche ou 
diagnostiques, epidemiologiques. Toutefois, seules les 
methodes utilisees en microbiologie diagnostique seront 
brievement presentees. Les methodes moleculaires ont 
radicalement change la microbiologie clinique. Elies ont 
permis la decouverte de quelques pathogenes clinique- 
ment importants et precedemment non reconnus ou non 
cultivates et reduit la dependance du laboratoire vis-a- 
vis des methodes axees sur la culture. En fait, dans de 
nombreux cas, les methodes moleculaires ont remplace 
la culture comme diagnostic standard ou «gold stan- 
dard » (Chlamydia trachomatis, I’encephalite herpetique, 
meningite a enterovirus). Au cours des deux dernieres 
decennies, les methodes moleculaires sont devenues plus 
standardises, precises, automatisees, rapides, fiables 
et economiques, et ont prouve leur valeur clinique pour 
le diagnostic et la gestion de plusieurs maladies infec- 
tieuses. Lorsqu’elles sont appliquees a bon escient et 
de fagon selective, les tests moleculaires represented 
aujourd’hui un element indispensable de la pratique de 
laboratoire de routine du microbiologiste. 

D’autre part, la microbiologie medicale beneficie dorena- 
vant de I’automatisation retrouvee en biochimie et en hema- 
tologie. Par contre, cette automatisation en microbiologie 
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Summary 

Molecular methods and automation in microbiology 

Molecular Biology is now inherent part of our diagnos- 
tic arsenal. As demonstrated by the developments in 
medical virology, the whole of the medical microbiol- 
ogy seems no longer contravene the use of molecular 
biology in front of the potential services rendered to 
the patient. Similarly, automation for releasing time 
to improve technical support for the positive speci- 
mens must also bring this efficiency. But there is still 
some way to go. 

Automation - molecular biology. 
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medicale conduit a repenser completement I’organisa- 
tion du laboratoire, tourne presque exclusivement vers la 
culture microbienne. En effet, la culture en bacteriologie et 
en mycologie reste la methode analytique de choix. Mais, 
il n’y a pas en fait de veritable plus-value humaine : etape 
pre-analytique, ensemencement, incubation. Le choix de 
I’automate sera done lie a differentes plus-values, aussi 
bien medicale que technique. Cette revue s’inspire du 
travail publie dans le referentiel de Microbiologie V5, et 
I’auteur propose dans ce cadre des references comple- 
mentaires pour en savoir plus sur ce sujet. L’auteur remer- 
cie les auteurs des chapitres concernes pour I’emprunt 
qu’il en a fait pour obtenir ce condense. 

3 Principales applications 
en biologie moleculaire 

Les principales applications des tests moleculaires en 
microbiologie clinique ainsi que les meilleurs exemples 
(entre parentheses) sont les suivantes. Ce qui est essen- 
tiel est d’observer I’essortechnologique de ces dernieres 
annees, ayant vu notamment I’avenement de la PCR en 
temps reel et du tout en un, evitant les contaminations, et 
permettant des diagnostics rapides dans des contextes 
cliniques precis: portage ou infection Streptocoque B, 
tuberculose bacillifere, meningite herpetique, bacterienne. . . 
L’ajout de detection moleculaire rapide de resistance bacte- 
rienne ou virale impacte fortement le service medical rendu. 

1- Diagnostic des maladies infectieuses causees par 
des microorganismes qui se developpent lentement en 
culture (mycobacteria, chlamydia, Bordetella pertussis), 
pour lesquelles la culture ou d’autres methodes diagnos- 
tiques ne sont pas disponibles ou non existantes (Rickettsia 
spp., Ehrlichia spp., Coxiella burnetii, Bartonella spp., 
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Tropheryma whippelii, human papillomaviruses, nouveaux 
parvovirus, ou polyomavirus), pour celles dont la sensibi- 
lity aux antibiotiques n’est pas systematiquement requise 
(chlamydia, B. pertussis), pour les bacteries productrices 
de toxine (Clostridium difficile, Staphylococcus aureus), 
ou une detection rapide et fiable des patients infectes ou 
colonises et des travailleurs de la sante est utilisee pour 
reduire au minimum la propagation des bacteries resis- 
tantes aux antimicrobiens dans les etablissements de sante 
(S. aureus meticilline-resistant), lorsque la possibility ele- 
vee de resultat faussement negatif de culture existe en 
raison des traitements antibiotiques actuels (Neisseria 
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, endocardite), 
enfin lorsque les methodes de culture sont trop lentes et 
peu sensibles pour les decisions pertinentes sur le plan 
clinique et/ou ne sont pas rentables (encephalite HSV, 
meningite a enterovirus et parechovirus, infection a CMV 
et EBV chez les sujets immuno-compromis). 

2 Diagnostic de certaines infections virales dans 
une phase precoce de I’infection aigue par exemple, 
avant la seroconversion, ou chez les sujets presentant 
des resultats indetermines des tests de confirmation (HIV, 
HBV, HCV), chez les nourrissons nes de meres infectees 
(HIV, HCV, CMV), pour le depistage des donneurs de sang, 
organes et de tissus en plus des marqueurs serologiques 
classiques (HIV, HCV, HBV), pour resoudre les incertitudes 
diagnostiques suite a un test serologique (HIV, HCV, HBV). 

3 Identification moleculaire des bacteries de crois- 
sance lente (Mycobacteries) et les champignons, 
quand les bacteries « classiques » presentent un modele 
phenotypique inhabituel (S. pneumoniae optochine- 
resistant, Pseudomonas aeruginosa chez les patients 
atteints de mucoviscidose), lorsque (’identification fiable 
a I’aide des methodes phenotypiques conventionnelles 
n’est pas possible ou non performante (bacilles Gram 
negatif non-fermentaires), pour la detection simultanee 
et I’identification d’un ou de plusieurs micro-organismes 
en un seul test (virus respiratoires, virus responsable 
d’infection du systeme nerveux central ou de diarrhees), 
identification et caracterisation des agents pathogenes 
emergents pour lesquelles des methodes autres que mole- 
culaires ne sont pas disponibles (nouveaux parvovirus, ou 
polyomavirus). 

4 Detection moleculaire de la resistance antimicro- 
bienne. Bien qu’il etait envisage a termes, que les methodes 
moleculaires se substitueraient aux methodes phenoty- 
piques, cela n’a pas ete suivi d’effet, en fait, et la detection 
moleculaire de la resistance antimicrobienne n’est tres 
utile que dans certaines situations: par exemple, chez 
les bacteries dont le fond genetique de la resistance est 
bien definie, relativement simple a detecter et les tests 
moleculaires peuvent etre effectues directement sur les 
echantillons cliniques contournant ainsi I’isolement et 
reduisant sensiblement le delai de rendu (la resistance a 
la meticilline chez S. aureus, la resistance aux glycopep- 
tides chez les enterocoques, la resistance a la rifampicine 
chez M. tuberculosis), et chez les virus ou la determination 
phenotypique de la resistance est trop lente ou trop chere 
(HIV, CMV) ou non existante (HBV, HCV). 


5 Pour le pronostic de la progression de la maladie 

(charge virale: HIV-1 , HBV, genotypage des papillomavirus 
humains), evolution vers la mort (charge virale HIV-1), pour 
prevoir les risques et distinguer une maladie active contre 
une infection asymptomatique chez les greffes (charge 
virale CMV, EBV, BK, polyomavirus). 

6 Prevision et suivi de la reponse du patient au trai- 
tement antiviral (charge virale HIV and determination de 
la resistance chez les patients infectes; genotype viral, 
charge virale et polymorphisme IL-28 chez les patients 
HCV-infectes, charge virale HBV chez les patients HBV- 
infectes; detection de la resistance chez les transplants 
CMV- infectes), determination de la duree de la therapie 
antivirale (genotype viral, cinetique de la charge virale et 
polymorphisme IL-28 chez les patients infectes par le VHC), 
guider les cliniciens (determination du tropisme viral du 
VI H) et a la therapie antivirale (VIH, VHB et CMV resistance 
depistage des drogues), de changer la decision d’initier le 
traitement preemptif chez les greffes (charge virale CMV). 

Les tests moleculaires peuvent s’effectuer sur un large 
eventail d’echantillons allant des micro-organismes culti- 
ves a des echantillons cliniques fraTchement preleves 
(sang, urine, selles, liquide cerebro-spinal etc.) ou des 
echantillons cliniques dits archives ou conserves depuis 
longtemps. Toutefois, chaque protocole moleculaire doit 
etre rigoureusement valide pour un type d’echantillon et 
utilise uniquement pour les types d’echantillons valides. 
Les tests moleculaires commerciaux ne devraient pas etre 
utilises sur d’autres types d’echantillons que ceux evalues 
et specifies par le fabricant. La majority des echantillons 
doit etre envoyee au laboratoire dans les 2 heures suivant 
le prelevement. Celui-ci peut etre conserve a + 4 °C jusqu’a 
24 heures. Pour une conservation plus longue, ou en cas 
de tests retarde, les echantillons devront etre congeles a 
- 30 °C, idealement a une temperature inferieure a 70 °C. 
De nombreuses techniques sont actuellement employees, et 
sont decrites dans de nombreuses revues de la litterature. 
Le choix de I’amplification en temps reel, au sein d’auto- 
mates tout en un a grandement ameliore la prise en charge 
de ces prelevements au laboratoire, le developpement de 
la biologie moleculaire au sein des laboratoires notamment 
dans les organisations 24 H/24 et 7j/7 ; et enfin a permis 
d’eliminer le probleme de contamination inter-echantillons. 
Des automates sont maintenant a disposition permettant 
de traiter en serie plusieurs echantillons et plusieurs ana- 
lyses simultanement. 

3 L’automatisation au laboratoire 

Autant le concept est ou etait evident pour la biologie 
moleculaire, comme indique ci-dessus; autant la mise 
en place d’automates en microbiologie, notamment pour 
les taches quotidiennes represente a la fois un challenge 
technique et un challenge humain. De plus doit-on repeter 
ou reproduire le geste manuel humain ou concevoir des 
approches techniques plus novatrices, accroTt la difficulty 
technologique. Enfin, notre laboratoire de microbiologie 
clinique est amene a gerer de tres nombreux prelevements 
negatifs, d’ou le choix de mettre en place des methodes 
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automatisees de gestion de ces prelevements. Mais tous 
les savoir-faire du microbiologiste ne peuvent etre automa- 
tises. Ainsi, les prelevements qui necessitent un traitement 
particulier (os, protheses, valves cardiaques, parexemple) 
ne peuvent pas etre inclus dans une chaine automatisee/ 
robotisee. Pour ce dernier point, nous avons potentielle- 
ment I’outil en la presence des automates d’hemocultures. 
Pourquoi au cours du temps n’a t’on pas envisage le 
monitoring automatise d’autres prelevements en culture 
liquide par ces automates, notamment precieux comme 
ceux cites plus haut. Nous I’avons fait au laboratoire pour 
les prelevements osteo-articulaires, et liquide ponction, 
evitant ainsi au personnel technique d’avoir a penser aux 
cultures a lire a 5, 7 ou 14 jours. Cela representerait deja 
une avancee significative dans la gestion de nos bouillons 
d’enrichissement souvent effectues pour ces prelevements 
precieux. 

L’etape pre-analytique reste importante a considerer: 
rythme d’arrivee des echantillons, sous quel format, pre- 
traitement ou pas de I’echantillon comme par exemple les 
expectorations. La phase analytique reste essentielle, car 
nous sommes toujours en presence d’un ensemencement 
par isolement qui n’a pas evolue depuis sa mise a place 
par Julius Petri, inventeur de la boite eponyme. Lorsque 
Ton fidelise les techniciens a ce poste de reception et 
isolement de tout prelevement arrivant au laboratoire, on 
constate une vraie amelioration des isolements lus a la 
paillasse. Une robotisation de cette etape analytique est 
a haute valeur ajoutee, parce qu’elle ameliore la quality 
des isolements, reduit sa variability et fluidifie le flux du 
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travail. Des criteres precis tel que decrits dans le Rennie V5 
permettront de faire le choix de I’automate d’ensemence- 
ment. L’incubation qui suit I’etape d’ensemencement est 
cruciale, et doit s’effectuer au fil de I’eau plutot que par lot. 
Elle doit permettre de tenir des differentes atmospheres 
d’incubation utilisees au laboratoire. L’incubateur doit avoir 
la capacity de detecter une croissance microbienne a la 
surface des milieux de culture (incubateur dit « intelligent »). 
Pour cela, I’incubateur doit detecter cette croissance a 
intervalle regulier apres quelques heures d’incubation, la 
poursuivre au-dela de 24 h. La duree de I’incubation doit 
atteindre 5 jours pour les bacteries a croissance lente. 
En cas de positivite, I’ideal comme automate serait celui 
pour lequel les colonies sont tres bien visualisees, prelevees 
afin d’obtenir une suspension homogene, notamment les 
criteres CA-SFM/EUCAST, et qui servirait a la fois pour 
I’identification (Spectrometre de masse, Biologie Mole- 
culaire) et I’antibiogramme. A ces etapes correspondent 
d’ailleurs des automates, pour I’antibiogramme en milieu 
solide ou liquide, et pour I’indentification avec les automates 
de biologie moleculaire et les spectrometres de masse. 
Nous beneficions done deja d’une automatisation de nos 
pratiques quotidiennes en microbiologie. II ne nous manque 
que la chaine complete afin de nous permettre de nous 
focaliser que sur les echantillons precieux et/ou positifs. 
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Automatisation de Pidentification bacterienne 
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Resume 


L’identification bacterienne est essentielle dans le processus d’un examen 
bacteriologique en donnant au clinicien des informations importantes sur 
la gravite, I’origine ou le traitement d’une infection. Pour cela, elle doit 
etre a la fois fiable et rapide, certaines circonstances I’exigeant. L’auto- 
matisation de I’identification bacterienne a concerne d’abord I’inclusion 
de tests phenotypiques, biochimiques pour la plupart, dans des supports 
miniaturises, avec lecture et interpretation integrees. On peut citer le Vitek 
®(bioMerieux), le Phoenix® (BD) et le MicroScan® (Siemens puis Beckman). 
Bien que ces automates aient des performances tout a fait acceptables, 
ils sont limites par des souches parfois peu reactives et par une base de 
donnees refletant difficilement I’heterogeneite de certaines especes. C’est 
notamment le cas pour des especes nonfermentantes ou avec peu de 
souches connues. Depuis quelques annees, nous assistons a I’avenement 
de I’utilisation de la spectrometrie de masse Maldi-Tof pour I’identification 
bacterienne basee sur la difference de masse de proteines cellulaires dont 
une majorite de proteines ribosomales. Les performances sont superieures 
a celle des methodes phenotypiques et globalement semblables entre 
les deux systemes proposes Microflex-Biotyper (Bruker) et Shimadsu- 
VitekMS (bioMerieux). Quelques especes phylogenetiquement proches 
sont difficilement identifiables par cette technologie mais ces problemes 
sont habituellement bien repertories. La spectrometrie de masse Maldi-tof 
peut identifier la plupart des especes avec seulement une souche dans 
la base de donnees et le delai du resultat est reduit a quelques minutes. 
Cette technologie peut aussi etre adaptee a Identification directe a partir 
de prelevements comme les hemocultures positives. 

Automate - identification - phenotypie - spectrometrie de masse. 


EB Introduction 


L’identification bacterienne constitue une information essen- 
tielle dans le diagnostic microbiologique d’une infection. 
Elle doit etre fournie au clinicien afin qu’il puisse trouver 
les reponses aux principales questions posees: infec- 
tion ou non? C’est le cas par exemple de I’ interpretation 
d’une hemoculture positive a Staphylococcus aureus ou 
a staphylocoques coagulase negative; infection trans- 
missible ou non? Un meningocoqueou une Listeria doit 


Summary 

Automated bacterial identification 

The bacterial identification is essential in the process 
of a bacteriological examination by giving to the cli- 
nician of the important information onto the gravity, 
the origin or the treatment of an infection. For that 
purpose, it must be both reliable and fast, according to 
the clinical conditions. The automation of the bacterial 
identification was based at first on the inclusion of 
biochemical tests in miniaturized supports, in asso- 
ciation with a reading and an interpretation integrated 
in the system. These systems are the Vitek (bioMe- 
rieux), the Phoenix (BD) and the MicroScan (Siemens 
then Beckman). Although these automations have 
acceptable performances, they are limited by strains 
sometimes little reactive and by database reflecting 
with difficulty the heterogeneity of certain species. It 
is in particular the case for strictly aerobic species 
or for species with few reference strains. Since a few 
years, we attend the advent of the use of the mass 
spectrometry Maldi-Tof for the identification based on 
the difference of mass of cellular proteins of which 
a majority of ribosomal proteins. The performances 
are superior to that of the phenotypic methods and 
globally similar between both proposed systems 
Microflex-Biotyper (Bruker) and Shimadsu-VitekMS 
(bioMerieux). Some species phylogenetically close 
are difficult to identify by this technology but these 
problems are usually well listed. The mass spectro- 
metry Maldi-Tof can identify most of the species with 
only one strain in the database and the time for the 
result is reduced to a few minutes. This technology 
can be also adapted to the direct identification from 
positive blood cultures. 


Automation - 


identification - phenotypic - 
mass spectrometry. 
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pouvoir etre identifie de maniere fiable et rapide; quel 
foyer infectieux septicemique? Une endocardite a Strep- 
tococcus gallolyticus orientera vers une origine colique; 
quel traitement antibiotique probabiliste? La plupart des 
especes bacteriennes ont des resistances naturelles a 
certains antibiotiques et I’ecologie locale doit etre prise 
en compte. II est done evident que I’identification realisee 
par le laboratoire doit a la fois etre fiable pour les bacte- 
ries pathogenes et obtenue rapidement afin de prendre 
en charge efficacement le patient et parfois I’entourage 
et d’adapter I’antibiotherapie le plus rapidement possible 
dans le cas d’infections severes. 

L’identification bacterienne peut etre realisee a I’aide 
de methodes phenotypiques, immunologiques et/ou 
moleculaires. Les methodes phenotypiques sont les plus 
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anciennes et reposent le plus souvent sur des tests biochi- 
miques comme des tests de fermentation, des tests enzy- 
matiques ou des tests de croissance en milieu minimum. 
Ces tests etaient initialement unitaires, puis ont ete inclus 
dans des galeries miniaturisees comme les galeries API 
(bioMerieux). Une evolution des supports de tests biochi- 
miques a consiste en un couplage avec un automate reali- 
sant I’ensemencement des supports des tests biochimiques 
et la lecture associee a un logiciel d 5 interpretation. On peut 
citer ici le Vitek (bioMerieux) et le Phoenix (BD). L’identifi- 
cation en microbiologie Clinique a connu une « revolution » 
depuis quelques annees avec I’introduction de la spectro- 
metrie de masse de type «Matrix Assisted Laser Desorption 
lonization/Time of Flight » (MALDI TOF). Cette derniere 
permet I’obtention d’un resultat en quelques minutes, 
avec un inoculum tres faible et avec des performances 
elevees. Neanmoins, I’acquisition d’un spectrometre de 
masse necessite un volume journalier d’au moins 50 iden- 
tifications, seuil a partir duquel le cout de I’identification 
bacterienne et fongique devient inferieur a ceux des galeries 
d’identification automatisee par technique biochimique. 
D’autre part, la SM MALDI TOF ne permet pas de separer 
des especes phylogenetiquement proches dont I’identi- 
fication repose sur quelques caracteres phenotypiques 
comme Escherichia coli et Shigella sp, Aeromonas spp 
ou les streptocoques oraux. L’identification bacterienne 
automatisee par galerie biochimique conserve ainsi I’inte- 
ret de pouvoir identifier des especes genetiquement tres 
proches et d’etre realisee sur les memes instruments que 
I’antibiogramme automatise avec un niveau acceptable de 
performances bien que le delai de rendu de resultats soit 
nettement plus long (6 heures en moyenne). 

II existe d’autre part des identifications basees sur I’ana- 
lyse des acides gras cellulaires par chromatographie en 
phase gazeuse et des identifications determinees apres 
analyse de sequence de genes conserves notamment celui 
de l’ARN16S ribosomique. Ces deux techniques ont ete 
automatisees et associees a un logiciel d’interpretation 
(MIDI pour les acides gras et MicroSeq pour l’ARN16Sr) 
mais leur usage reste limite en bacteriologie medicale et 
ils ne seront pas traites dans cet article. 

Les automates d’identification 
biochimique 

2.1. Caracteristiques generates 
Ce sont des systemes automatises, avec leur etuve integree, 
gerant toutes les etapes de I’identification depuis I’incu- 
bation au rendu des resultats. Ils possedent un systeme 
informatique gerant I’automate, assurant la tragabilite des 
differentes etapes techniques et analytiques et ils possedent 
un logiciel permettant la comparaison des resultats avec 
une base de donnees integree. Ils sont connectables au 
systeme informatique de laboratoire (SIL) directement ou 
via un « middleware » ou concentrateur, ce dernier pou- 
vant realiser des etapes d’expertises, de centralisation 
de donnees analytiques, notamment donnees de I’anti- 
biogramme, provenant de differentes origines et d’epide- 
miologie. Ils demandent le passage regulier de souches 
de reference, attestant de la bonne integrity du systeme. 


Ceci est un gros avantage dans I’optique de (’accreditation 
par rapport aux techniques manuelles. 

Les supports des substrats d’identification sont differents 
selon les automates: plaques de 96 puits pour le MicroScan® 
(Beckman), cartes de 64 compartiments pour les systemes 
Vitek® 2 (bioMerieux) et galeries (« panels ») de 136 alveoles 
(dont 51 separees pour I’identification) pour le Phoenix® 
(Becton Dickinson). 

2.2. Principales caracteristiques 
des differents supports 

Les cartes d’identification bacterienne (GP, GN, NH, ANC) 
sont separees des cartes d’antibiogrammes sur le systeme 
Vitek® 2. Par contre, les plaques du MicroScan® ou les galeries 
du Phoenix existent sous 3 formats: identifications seules, 
antibiogrammes seuls ou identification et antibiogramme 
inclus dans le meme support. Les supports combines ont un 
delai de resultats plus important en raison de la determina- 
tion de la sensibilite aux antibiotiques qui est plus lente que 
les identifications realisees a partir de substrats preformes. 
Le libelle des supports indique le type de bacteries identifies. 
Le choix s’etablit sur la base de la coloration de Gram, du 
type respiratoire, de la morphologie ou du comportement 
biochimique. Ces precisions sont egalement importantes 
dans le choix des antibiotiques testes associes a I’identifica- 
tion. On peut done signaler I’importance des premiers tests 
d’orientation qui permettent le choix du support a utiliser, 
un mauvais choix pouvant donner une identification erronee 
(exemple: carte gram negatif pour un Bacillus decolore avec 
fausse identification de Brucella spp!). 

Le nombre d’especes dans la base de donnees est un 
critere important dans le choix de I’automate. 

2.1 .1 . Tests d’identification et methodes de lecture 
La majorite des tests retenus pour I’identification des 
especes est constitute par des tests biochimiques conven- 
tionnels miniaturises dont la revelation differe par rapport 
au systeme traditionnel. La mise a disposition de ces 
nombreux substrats est un des atouts de I’automatisation. 
Mais, a contrario, ces nombreux substrats et le systeme 
de lecture ne permettent pas de controler visuellement 
les resultats. 

Trois principes de reactions ou tests demeurent les plus 
importants: acidification des sucres, recherche d’enzymes 
type glycosidase et peptidase, les reactions de decar- 
boxylation, hydrolase et phosphatase etant minoritaires. 
L’utilisation ou non des differents substrats par la bacterie 
sera detectee par differentes mesures toutes automati- 
sables. Avec les plaques du MicroScan®, les cartes du 
Vitek® 2 ou les galeries du Phoenix® les substrats sont 
souvent traditionnels, mais I’originalite reside dans le mode 
de lecture. Le principe de la fluorescence applique a (’iden- 
tification empeche une lecture visuelle. II comprend un 
couplage des substrats a des fluorophores (soit la 4-methy- 
lumbelliferone (4MU) pour la detection des glycosidases, 
soit la 7-amino-methyl coumarine (7-AMC) pour la detection 
des peptidases). La presence d’enzymes libere le compose 
fluorescent. Pour les autres reactions (alcalinisation ou 
acidification), une mesure de I’extinction de fluorescence 
est effectuee. II peut etre propose des tests additionnels 
a realiser en plus des supports commercialises afin de 
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separer des taxons avec des resultats similaires pour les 
tests inclus dans les galeries ou cartes d’identification. 

2.1 .2. Caracteristiques des bases de donnees 
desbacteries a Gram positif 

Les bases de donnees des trois systemes (tableau I) 
regroupent surtout les deux families de cocci : Streptococ- 
caceae et Micrococcacceae, avec des differences dans 
le nombre d’especes identifiables dans chaque genre. 
La galerie PID utilisee par le Phoenix® a une particularite: 
en effet, en plus de Listeria identifiable egalement par 
le MicroScan® et le Vitek®, les genres Arcano bacterium, 


Corynebacterium et Erysipelothrix sont inclus dans sa 
base de donnees. Les automates MicroScan® et Vitek® 2 
incluent aussi des especes des genres Listeria et Rothia. 
La carte GP du Vitek® 2 inclut d’autres genres bacteriens 
comme Globicatella, Helcococcus, Facklamia, Abiotrophia 
et Granulicatella. 

2.1 .3. Caracteristiques des bases de donnees 
desbacteries a Gram negatif 

La distinction porte classiquement en enterobacteries ou 
non-enterobacteries ou en Gram negatif fermentant et Gram 
negatif non fermentant (tableau II). La encore le chiffre brut 


Tableau 1 : Nombre de taxons a Gram positif identifies par les differents supports. 

Bacteries 

Microscan® WalkAway® 
Beckman 

Vitek® 2 
bioMerieux 

BD Phoenix® 
Becton Dickinson 


Conventional Pos ID 

Rapid Pos ID 

ID-GP 

PID 


45 tests 

34 tests 

43 tests 

46 tests 

Streptococcaceae 

25 

19 

68 

57 

Aerococcus 

2 

1 

2 

2 

Alloiococcus 

- 

- 

1 

1 

Enterococcus 

7 

4 

11 

8 

Gemella 

1 

1 

4 

2 

Lactococcus 

- 

- 

4 

6 

Leuconostoc 

1 

- 

6 

5 

Streptococcus 

13 

13 

38 

28 

Pediococcus 

1 

- 

2 

5 

Micrococcaceae 

23 

26 

32 

36 

Dermacoccus 

_ 

_ 

1 

1 

Kocuria 

1 

2 

3 

3 

Micrococcus 

1 

1 

1 

2 

Staphylococcus 

20 

23 

26 

29 

Stomatococcus 

1 

- 

1 

1 

Bacilles a Gram positif 

1 

1 

7 

33 

Arcanobacterium 

_ 

_ 

_ 

2 

Corynebacterium 

- 

- 

- 

15 

Erysipelothrix 

- 

- 

1 

1 

Listeria 

1 

1 

6 

5 

Rhodococcus 

- 

- 

- 

1 

Bacillus 

- 

- 

- 

9 

Rothia dentocariosa 

1 

- 

- 

1 

Gardnerella 

- 

- 

1 

1 

Autres genres 

1 

1 

11 

12 

Total 

51 

47 

119 

140 


Tableau II: Nombre de taxons a Gram negatif identifies par les differents supports. 

Bacteries 

Microscan® WalkAway® 
Beckman 

Vitek® 2 
bioMerieux 

BD Phoenix® 
Becton Dickinson 


Conventional Neg ID 

Rapid Neg ID 

ID GN 

NID 


47 tests 

36 tests 

48 tests 

45 tests 

BGN fermentant 

77 

95 

85 

85 

Enterobacteries 

63 

75 

69 

68 

Non enterobacteries 

14 

20 

16 

17 

BGN non fermentant 

32 

41 

55 

74 

Pseudomonadaceae 

6 

8 

9 

13 

Non Pseudomonadaceae 

26 

33 

46 

6188 

E. corrodens 


1 


1 

C. hominis 




1 

M. catarrhalis 




1 

Total 

109 

137 

140 

162 
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d’especes identifiables separe le Phoenix® des deux autres 
automates (superieur a trois cents contre une centaine pour 
les deux autres). Les bacteries suivantes: anaerobies, Hae- 
mophilus, Neisseria ne sont pas identifiables par le Phoenix®. 
Le MicroScan® propose un support specifique HNID pour les 
Neisseria, Haemophilus et Moraxella catarrhalis et un support 
specifique pour les anaerobies. De plus, le systeme Vitek® 2 
dispose d’une carte «NH» pour I’identification en 6 heures 
des bacteries exigeantes: HACEK, Neisseria, Campylobacter, 
Capnocytophaga et d’une carte «ANC» permettant Identifi- 
cation de quelques corynebacteries et d’anaerobies. 

2.3. Les etapes de I’identification 
automatisee 

Les deux premieres phases obligatoires de I’identification 
automatisee sont la preparation de I’inoculum et sa distri- 
bution. Une difference entre eux apparait au niveau de la 
distribution de I’inoculum qui est automatisee pour le Vitek® 
et pour le systeme Phoenix s’il est couple avec I’automate 
AutoPrep® mais elle est manuelle pour le MicroScan® (sys- 
teme Renok®). 

La density bacterienne correspondant a I’inoculum de 
depart est etalonnee vis-a-vis d’une gamme de McFarland 
ou d’un densitometre. 

Une fois ensemences les supports seront incubes dans 
I’etuve interne des automates. La temperature d’incuba- 
tion est de 35-37 °C. La duree d’incubation est variable 
selon les instruments, les especes a identifier et la taille de 
I’inoculum. Elle est obligatoirement fixee a 2 heures pour 
le MicroScan® et varie de 2 (Gram positif) 3 heures (Gram 
negatif) a 6 heures (ANC et NH) pour le Vitek®2. II s’etend 
de 2 a 6 heures pour le Phoenix® avec des temps differents 
pour les galeries combo (identification-antibiogramme) par 
rapport a une identification seule. 

La rapidite de lecture depend de differents facteurs: 
la taille de I’inoculum, I’agitation des dispositifs ensemen- 
ces, I’analyse informatique des lectures tres frequentes 
des tests et les systemes de detection de la positivite des 
reactions. Le delai de reponse s’en trouve tres raccourci 
(2 a 6 heures) bloque ou non selon les automates. Ms 
peuvent etre plus longs avec les bacilles a Gram negatif 
non fermentants ou avec certains bacilles a Gram positif. 
Des messages d’erreurs peuvent apparaitre en cas de pro- 
blemes de lecture des tests (inoculum insuffisant, nombre 
de lectures insuffisantes, tests majoritairement negatifs...) 
qui obligent a refaire I’identification par le meme sys- 
teme ou par une autre technique si le probleme se renou- 
velle. Le Vitek® donne une liste d’especes normalement 
«non reactives » qui peuvent etre faussement identifies 
en cas de tests majoritairement negatifs ou incertains, 
^interpretation des tests est automatisee. L’appareil com- 
pare le profil obtenu de la souche inconnue avec ceux de 
sa banque de donnees. Les resultats test par test sont 
egalement disponibles, permettant parfois de les utiliser 
pour les comparer avec la litterature. Un test positif est 
toujours plus pertinent qu’un test negatif qui peut resulter 
d’une croissance ou d’une « activity » faible de la souche. 
Les resultats sont exprimes soit en excellente (96 a 99 % 
de probability, tres bonne (93 a 95 %), bonne identifica- 
tion (89 a 92 %) et identification acceptable (85 a 88 %) 
pour le Vitek®, soit en probability la plus elevee (> 85%), 


en probability faible (< 85%), ou en biotype rare (VRB) pour 
le systeme Microscan®, qui peut aussi proposer une pro- 
bability elevee (> 85%) pour un genre ou groupe bacterien. 
Une seule identification est proposee avec une valeur de 
confiance entre 90 et 99 % (Phoenix®). En cas de doute 
I’appareil peut demander des tests complementaires, ral- 
longeant eventuellement le temps d’identification. II peut 
alors re-interpreter les resultats. 

Les automates demandent le passage regulier de souches 
de reference comme controles de quality interne. Le labo- 
ratoire doit aussi avoir un contrat avec un laboratoire 
fournissant regulierement des souches pour evaluations 
externes de quality. 

2.4. Performances d’identification 

Les systemes automatises phenotypiques (tableau III) ont 
des performances comparables mais montrent un nombre 
d’erreurs assez important quand on se refere aux methodes 
moleculaires. 

Une etude par meta-analyse comparative VITEK® 2 versus 
Phoenix® portant sur 147 souches de staphylocoquesa 
montre une superiority du VITEK 2 par rapport au Phoe- 
nix [1]. De meme, I’etude de Farh et al. [2] portant sur 275 
souches de staphylocoque, 179 souches d’enterocoques 
et 15 souches de streptocoques retrouve 97,1 %, 98 , 9 % 
et 100 % d’identifications concordantes par rapport aux 
identifications de routines obtenues en ID32 staph®; ID32 
Strept® ou VITEK® 2. Neanmoins, compares aux methodes 
moleculaires de type PCR/Sequengage du gene 16S, ou 
du gene de menage tuf, les identifications biochimiques 
des staphylocoques non aureus apparaissent de perfor- 
mances moindres. Recemment, I’etude de Dupont et al. [3] 
a compare les performances de la spectrometrie de masse 
MALDI TOF, du Phoenix® et du VITEK® 2 pour I’identification 
des souches de staphylocoques appartenant a 20 especes 
differentes. Utilisant un referentiel moleculaire, cette etude 
demontre la superiority de la spectrometrie de masse par 
rapport au Phoenix® et au VITEK® 2. 

Les streptocoques et les enterocoques sont globalement 
bien identifies par les automates phenotypiques, les strep- 
tocoques oraux incluant le pneumocoque etant neanmoins 
moins bien identifies avec moins de 90 % d’identifications 
correctes. Concernant les Enterobacteries, les perfor- 
mances sont globalement satisfaisantes pour les automates 
phenotypiques. Une comparaison entre les systemes 
Phoenix® et MicroScan WalkAway® pour I’identification 
des enterobacteries et des bacilles a Gram negatif non 
fermentant montre d’excellentes performances avec 98,7 
et 97,7 % ; 100 % et 97,7 % d’identification correctes 
pour les systemes Phoenix® et MicroScan WalkAway® 
respectivement. 

2.5. Les autres caracteristiques 
de choix des automates 

Les automates WalkAway® et Phoenix® proposent des 
plaques eventuellement combinees, dites « combo », 
regroupant I’identification et I’antibiogramme. Le Vitek® 
possede des cartes separees mais les resultats de lec- 
ture sont interpretes conjointement. Les performances de 
I’antibiogramme peuvent egalement impacter le choix de 
I’automate d’identification automatisee. 
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Tableau III: Performances des differents automates (% d’identification correcte). 

Famille bacterienne 

Nombre de 
souches 

Comparateur 

Phoenix® 

Vitek® 2 

MicroScan® 

Reference 

Toutes bacteries 

806 

Spectrometrie de 
masse et ARN 16S 

/ 

96,4% 

/ 

Jamal 

[5] 

Staphylocoques 
coagulase negative 

142 

Spectrometrie de 
masse et ARN 16S 

/ 

92,3% 

/ 

Loonen 

[6] 

Staphylococcus Spp 

57 

ARN 1 6S et tuf 

63,1 % 

/ 

/ 

Heikens 

[17] 

Staphylococcus Spp 

234 

SodA 

75,6 % 

75,2 % 

/ 

Dupont 

[3] 

Staphylococcus Spp 

113 

RFLP 

gap 

77, 9 % 

88,5 % 

/ 

Layer 

[18] 

Enterobacteries 

493 

VITEK® 2 

/ 

/ 

97,0% 

Rhoads 

[19] 

Non enterobacteries 

301 

VITEK® 2 

/ 

/ 

71,4% 

Sung 

[20] 

Enterococcus spp 

179 

VITEK® 2 

98,9 % 

/ 

/ 

Fahr 

[2] 


L’automate doit etre connecte au SIL ou a un systeme 
« Middleware » qui assure la concentration, I’expertise 
et/ou les analyses epidemiologiques des resultats avant 
transmission au SIL Un systeme expert existe pour I’en- 
semble des automates permettant de valider I’identifi- 
cation a I’antibiogramme (Advanced Expert Sytem du 
Vitek® 2 basee sur des regies d’expertise fondee sur les 
donnees bibliographiques, BD Epicenter® associe avec 
le Phoenix®). II peut etre plus ou moins performant. II est 
generalement possible de modifier ou rajouter des regies 
d’expertise interne. 

Une amelioration des bases de donnees ou un affinement 
de la taxonomie bacterienne est regulierement necessaire. 

3 Spectrometrie de masse par 
Matrix Assisted Laser Desorption 
and Ionization (MALDI) - 
Time of Flight (TOF) 

La spectrometrie de masse par Matrix Assisted Laser Desorp- 
tion and Ionization (MALDI) - Time of Flight (TOF) est une 
technologie qui analyse majoritairement les proteines ribo- 
somales qui sont presentes en nombre suffisant chez toutes 
les bacteries. Ces proteines presentent une diversity impor- 
tante mais avec une conservation suffisante qui permet de 
differencier les especes par un profil proteique particular. 
L’identification par spectrometrie de masse MALDI-TOF 
(SM-MT) s’avere done plus robuste que les identifications 
phenotypiques traditionnelles pouvant etre prises en defaut 
dans le cas d’une mutation ponctuelle ou d’une expression 
faible d’activites enzymatiques pour des souches deficientes. 
Par contre, les especes phylogenetiquement proches sont 
parfois peu differentiates par SM-MT [4]. 

3.1. Principe et utilisation de la SM-MT 

Le principe est base sur la transformation des mole- 
cules dans leur etat naturel en ions a I’etat gazeux afin 
d’obtenir leur masse moleculaire par analyse du rapport 


masse/charge (M/z). La technologie MALDI-TOF utilise 
une matrice cristallisante pour la preservation de I’integrite 
des molecules au cours des procedures d’analyses (Matrix 
Assisted Laser Desorption and Ionization). Les cristaux de 
la matrice absorbent I’energie photonique du laser d’azote, 
effectuant la desorption et une ionisation (douce) des pro- 
teines qui permet leur separation dans un champ electrique, 
chaque molecule etant definie par le temps de vol (Time of 
Flight). La gamme des m/z mesures va de 1 000 a 20000, 
soit de 1 a 20 kDa. L’identification et la classification des 
bacteries par I’analyse des proteines ribosomales sepa- 
rees par SM-MT a I’avantage que I’analyte detecte est 
lie a I’identite genetique du microorganisme. En plus, la 
preparation de I’echantillon est simple et I’acquisition de 
donnees et leur analyse est extremement rapide. 

Pour la culture des isolats, il est conseille d’utiliser les 
types de milieux et les conditions de croissance recom- 
mandes par les fournisseurs. II existe 3 techniques de 
depots qui sont proposees: la premiere consiste en une 
extraction proteique prealable par ethanol, acide formique 
et acetonitrile necessitant deux etapes de centrifugation. 

La deuxieme technique est le depot direct sur la cible d’une 
petite partie de colonie sans aucune extraction prealable. 

Enfin la troisieme methode propose d’ajouter de I’acide 
formique a la masse bacterienne directement au niveau 
du spot sur la cible. En pratique, les bacteries de bonnes 
croissances (enterobacteries, staphylocoques par exemple) 
sont analysees par depots simples, alors que les levures, 
actinomycetes, bacteries anaerobies necessitent sou- 
vent une extraction complete ou au moins I’ajout d’acide 
formique sur le depot. L’identification des mycobacteries 
necessite une etape supplementaire de lyse avec des 
protocoles souvent definis par les fournisseurs. 

3.2. Les differents spectrometres de masse 

3.2.1 . Le Microflex LT Maldi-Biotyper (Bruker®) 

Le logiciel Maldi-Biotyper® compare le spectre obtenu 
avec les differents spectres de references correspondents 
a chaque souche de la base de donnees. II n’existe done 
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pas de profil type par espece avec ce systeme. Le nombre 
de souches par especes dans la base de donnees est tres 
variable et peut-etre constitue que d’une seule souche 
pour des especes rares. Le resultat de ^identification 
apparait sous la forme d’un score d’homologie entre le 
spectre obtenu et les 10 spectres de reference identifies 
comme les plus proches. Les resultats font intervenir 
deux parametres, tout d’abord le score qui est donne 
en Log de 1,000 a 3,000. Le fournisseur recommande 
d’accepter I’identification d’espece seulement pour un 
score de la premiere proposition superieur a 2,000, et 
I’identification de genre pour un premier score entre 
1 ,700 et 1 ,999. Le deuxieme parametre est la coherence 
a I’espece ou au genre rendue par les lettres A, B ou C 
qui repose sur le nombre d’especes ou de genres iden- 
tiques proposes pour I’identification du micro-organisme 
parmi les dix spectres les plus similaires. En pratique, 
la majorite des souches en routine de bacteriologie 
medicale obtiennent des scores superieurs a 2,000 
avec une seule espece proposee pour un tel score. 
Cependant, un certain nombre d’identifications peut 
donner des scores proches pour des especes differentes 
notamment dans le cas de taxons formant des groupes 
ou des complexes d’especes (Enterobacter complexe 
cloacae, Burkholderia groupe cepacia par exemple). II est 
alors necessaire pour chaque laboratoire de definir des 
recommandations internes pour la conduite a tenir en 
face de tels resultats, en regard de I’interet a differencier 
ces especes phylogenetiquement proches. D’autre part, 
un score superieur a 2,000 est parfois difficile a obtenir 
pour des souches de croissance faible (staphylocoques 
deficients, anaerobies, bacteries « fastidious ») ou pour 
des especes genomiquement heterogenes. Dans ce cas- 
la, il a ete montre qu’une identification pouvait etre fiable 
meme avec des scores compris entre 1,700 et 1,999 
sous certaines conditions notamment un differentiel de 
score > a 10 % entre celui de la premiere espece pro- 
posee et celui de la deuxieme espece proposee parmi 
les 10 propositions du logiciel. 

3.2.2. Le Vitek-MS (bioMerieux®) 

Ce systeme utilise un spectrometre de masse de marque 
Shimadzu. Deux bases de donnees sont disponibles: 
la base CE-IVD et la base RUO. La base CE-IVD est 
constitute par des souches representant les especes 
bacteriennes (en moyenne 1 8 isolats par espece) qui sont 
analysees sur la base d’une etude de population afin de 
reveler les caracteristiques communes des spectres au 
sein d’une espece. Le spectre de chaque souche obtenu 
par une centaine de tirs est ainsi compare et obtient un 
score de confiance pour une espece donnee. On estime 
qu’un minimum de 60 % de confiance a I’espece est un 
score acceptable. Pour un score inferieur, il convient de 
verifier I’identification proposee par une autre technique 
notamment la comparaison avec la base ouverte RUO. 
Celle-ci est basee sur I’existence de « superspectres » 
crees a partir des pics communs par espece et sur la 
possibility de comparaison vis-a-vis de chacune des 
souches de reference de cette base de donnees. II est 
considere comme identification acceptable pour les 
superspectres un resultat superieur a 80 % de confiance. 


Pour un resultat inferieur a ce seuil, la souche a identifier 
peut etre comparee avec chacune des autres souches 
de la base RUO. 

3.2.3. Le systeme LT2 Andromas® 

II s’agit d’un logiciel contenant une base de donnees de 
spectres obtenus dans differentes conditions (milieux 
de culture, temps d’incubation) et definissant ainsi les 
pics caracteristiques d’une espece. La banque de don- 
nees est constitute d’un nombre restreint de pics pour 
chaque espece bacterienne et il existe pour chaque espece 
bacterienne une seule ou un nombre restreint d’entrees. 
Ce systeme expert est compatible avec les spectrometres 
de masse distribues par Bruker et bioMerieux. Le dispositif 
Andromas comprend quatre modules (Bacterie hors myco- 
bacterie, Mycobacterie, Champignon hors dermatophytes, 
dermatophytes) reunis dans une seule base de donnees 
mise a jour regulierement. 

3.3. Performances de la SM-MT 

- Comparaisons de la SM-MT avec les methodes pheno- 
typiques d’identification. (tableau III et IV) 

Une etude a compare les performances d’identification 
de 2 systemes SM-MT (Vitek MS et Maldi-Biotyper) avec 
celles du Vitek® 2 (bioMerieux) a partir d’un total de 806 
souches cliniques appartenant aux differents groupes 
bacteriens [5]. Les automates de SM-MT ont obtenu une 
bonne identification de genre et d’especes de 97,3 % 
et 93,2 %, et de 99,8 % et 99,0 % pour respectivement 
le Maldi Biotyper et le Vitek MS. Comparativement le 
Vitek® 2 a donne 98,6 % et 96,4 % de bonne identifica- 
tion. Le principal probleme rencontre a ete les erreurs 
du Maldi Biotyper pour I’identification de Streptococcus 
pneumoniae (18 erreurs sur 26 souches testees) ce qui 
explique en partie les resultats globaux similaires entre la 
MS-MT et la methode phenotypiques. Toutes les etudes 
soulignent le gain de temps tres important apporte par 
I’utilisation de la SM-MT. Une autre etude a compare les 
performances des methodes biochimiques Vitek®2 avec 
celles de la spectrometrie de masse en utilisant le Maldi 
Biotyper et des sequences ADNr 16S et tuf pour I’iden- 
tification des staphylocoques [6]. Les resultats montrent 
une identification d’espece correcte pour 99,3 % des 142 
souches testees par la technique SM-MT contre 92,3 % 
pour respectivement le Vitek® 2. 

3.3.1. SM-MT et bacteries Gram positif 
Martiny et al. ont compare les 2 systemes MS-MT Maldi- 
Biotyper et Vitek-MS pour I’identification de 247 souches 
de staphylocoques [7]. Les performances obtenues sont 
similaires avec 94 % de bonne identification d’especes. 
La base de donnees RUO plus complete permet d’obtenir 
96 % d’identification correcte. Une autre etude a compare 
les performances des methodes biochimiques Vitek® 2 
et API (BioMerieux) avec celles de SM-MT en utilisant le 
Maldi Biotyper [6]. Les resultats montrent une identification 
d’espece correcte pour 99,3 % des 142 souches testees 
par la technique SM-MT contre 92,3 % et 85,9 % pour 
respectivement le Vitek® 2 et I’API 32 Staph. Ces etudes 
demontrent que I’identification des staphylocoques est 
tres bien realisee par les systemes SM-MT. 
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Tableau IV: Performances de la spectrometrie de masse MALDI-TOF pour I’identification. 


Nombre de 
souches 

BioMerieux Vitek MS 

Bruker Maldi-Biotyper 

References 


(nombre de 
taxons) 

Identifications correctes 
par niveau taxonomique (%) 

Identifications correctes 
par niveau taxonomique (%) 




Genre 

Espece 

Genre 

Espece 


Staphylocoques 

247 (11) 

94 % (VMS) 
96 % (RUO) 

94,0 % (VMS) 
96 % (RUO) 

97,6 % 

94 % 

Martiny [7] 

Streptocoques 

71 (8) 

89 % 

87,3 % 

77 % 

64,8 % 

Martiny [7] 

Enterocoques 

132 (4) 

100 % 

100% 

100 % 

100% 

Fang [8] 

Corynebacteries 

116(18) 

- 

- 

100 % 

99 % 

Konrad [9] 

Bacilles Gram + 

206 (51) 

84,6% 

56% 

- 

- 

Navas [10] 

Mycobacteries 

157 (44) 

- 

89,2 % 

- 

84,7 % 

Wilen [12] 

Enterobacteries 

485 (21) 

94 % 

93 % 

97 % 

96 % 

Martiny [7] 

Enterobacteries 

365 (15) 

100 % 

99,5 % 

99,2 % 

99,2 % 

Jamal [5] 

Gram negatif non fermentant 

200 (27) 

93 % 

80 % 

97 % 

72,5 % 

Marko [1 3] 

Anaerobies 

73 (26) 

78 % 

75,3 % 

83,5 % 

61 ,6 % 

Martiny [7] 

Levures Candida 

157 (30) 

93,7 % 

87,3 % 

93,6 % 

92,3 % 

Mancini [14] 

Autres levures 

40 (15) 

85 % 

72,5 % 

80 % 

80 % 

Mancini [14] 


A partir d’une etude de 71 souches de streptocoques, 
le Vitek-MS a presente les meilleures performances avec 
87,3 % de bonne identification d’especes contre seule- 
ment 64,8 % pour le Maldi-Biotyper [7], la difference etant 
essentiellement due a de mauvaises performances pour 
I’identification de S. pneumoniae par le Maldi-biotyper 
(6/1 5 souches correctement identifies contre 1 2/1 5 souches 
pour le Vitek-MS). Les enterocoques les plus frequemment 
rencontres y compris ceux avec un phenotype vanC sont 
tres bien identifies par la SM-MT quel que soit le systeme 
utilise [5, 8]. 

Deux etudes utilisant le Maldi-biotyper ont montre d’excel- 
lence performances pour I’identification des corynebac- 
teries. Konrad et al. [9] ont obtenu 99 % d’identification 
correcte par le Maldi-Biotyper contre 89,7 % pour le sys- 
teme biochimique API Coryne (BioMerieux). La totalite 
des 90 souches potentiellement porteuses d’une toxine 
diphterique ont ete correctement identifies. Le systeme 
Vitek-MS donne des resultats inferieurs selon I’etude de 
Navas et al. [10] qui ont obtenu a partir de 121 souches 
de Corynebacterium sp 72,7 % et 92,6 % d’identification 
correcte respectivement au niveau de I’espece et du genre. 
Listeria monocytogenes est correctement identifiee par la 
SM-MT avec 100 % de bonne identification pour les deux 
systemes si on accepte quelques souches avec un score 
legerement superieur a 1,8 pour le Maldi-Biotyper [10]. 
La differentiation entre L. monocytogenes et L. ivanoii est 
faible par le systeme Maldi-Biotyper [5]. 

A partir d’une etude avec 659 souches, 16 genres et 
72 especes, le systeme Andromas montre d’excellentes 
performances pour I’identification des bacilles a Gram 
positif avec 98,5 % d’identifications correctes au niveau 
de I’espece [11]. 

Concernant le genre Bacillus, les especes B. cereus et 
B. anthracis sont mal separees par la SM-MT utilisant les 
systemes proposes en microbiologie de routine et neces- 
sitent des tests additionnels pour les differencier (mobilite 
et pouvoir hemolytique pour les tests les plus accessibles). 


3.3.2. SM-MT et mycobacteries 

Elies peuvent etre identifies par SM-MT apres une prepa- 
ration particuliere visant a inactiver la souche et a extraire 
is proteines. D’autre part, is performances d’identifica- 
tion sont superieures pour des bacteries en culture sur 
milieux geloses comparativement a des cultures en milieux 
liquides telles que is MGIT. Wilen et al. [12] ont compare 
is performances d’identification des 3 systemes Maldi- 
Biotyper, Vitek-MS et Vitek-MS plus (Saramis) a partir de 
157 souches de mycobacteries dont 16 M. tuberculosis 
cultivees sur milieux geloses Middlebrook 7H1 0. Le Maldi- 
Biotyper identifie correctement 84,7 % des souches en 
utilisant un seuil de score superieur a 1,8, et ne donne 
pas d’erreurs pour les 15,3 % de souches restantes. 

Le systeme Vitek-MS donne une bonne identification 
(valeur superieure a 90 %) pour 89,2 % des souches avec 
une seule erreur parmi is autres souches et le systeme 
Vitek-MS-Plus permet d’obtenir 85,4 % d’identification 
correcte avec egalement une seule erreur parmi is autres 
souches. II est a noter que is protocoles de preparation 
proteiques respectifs recommandes par is fabricants ne 
peuvent etre echanges entre is differents systemes tes- 
tes. Les 3 systemes evalues dans cette etude montrent 
une identification correcte pour 100 % des souches du 
complexe M. tuberculosis. Les systemes commercialises 
ne permettent pas la differentiation des especes de ce 
complexe tuberculosis. 

3.3.3. SM-MT et Bacteries Gram negatifs 

La plupart des especes rencontrees en routine de bacterio- 
logie medicale sont bien identifies par les systemes bases 
sur des tests biochimiques. La SM-MT permet cependant 
I’identification suppimentaire de certaines especes peu 
courantes mais cette technologie presente cependant des 
limites concernant des especes phylogenetiquement proches. 
Globalement, les performances en routine de la SM-MT pour 
les enterobacteries sont proches de 100 % d’identifications 
correctes, comparables avec is systemes automatises 
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d’identification biochimique mais dependent de la population 
bacterienne etudiee et du niveau d’identification requis, la 
notion de complexe d’especes etant ici tres importante. Les 
restrictions de I’utilisation de la SM-MT concernent surtout 
I’ absence de differentiation entre E. coli et Shigella sp dont 
on sait qu’elles constituent une seule espece genomique 
ainsi que la difficulty de differencier des especes au sein des 
complexes d’espece existant dans ce groupe bacterien (com- 
plexe Citrobacterfreundii, complexe Enterobacter cloacae). 
L’identification differentielle des especes Raoultellaplanticola, 
R. ornithinolytica et Klebsiella oxytoca necessitent le plus 
souvent un recours a des tests biochimiques. L’identification 
des souches d’E coli lactose negative necessitent aussi des 
tests complementaires biochimiques ou antigeniques afin de 
les differencier des Shigella spp. 

Les especes pathogenes ainsi que les especes environne- 
mentales de Vibrio sont correctement identifies par SM- 
MT alors que le genre Aeromonas contient de nombreuses 
especes tres proches phylogenetiquement I’une de I’autre 
avec plus de 99 % d’homologie de I’ARN ribosomique 1 6S. 
Les bacilles Gram negatifs aerobies stricts torment des 
especes dont pour certaines d’entre elles une grande proxi- 
mity phylogenetique oblige de les definir sous la forme de 
complexes ou de groupes d’especes. Marko et al. [13] ont 
compare deux systemes de SM-MT pour I’identification 
des bacilles aerobies stricts isoles de maniere consecutive 
de patients mucoviscidosiques. Les systemes Vitek-MS et 
Maldi Biotyper identifient correctement le genre bacterien 
pour respectivement 93 % et 97 % des bacteries. Concer- 
nant I’identification d’especes, le pourcentage de resultats 
corrects est de 80 % et de 72,5 % pour respectivement le 
systeme Vitek-MS et le systeme Maldi-Biotyper. Les especes 
du complexe Burkholderia cepacia sont peu differentiates. 
Parmi les bacilles aerobies stricts, les especes des genres 
Achromobacter et Stenotrophomonas sont egalement peu 
identifiables entre elles par la SM-MT. Les especes isolees en 
bacteriologie medicale appartenant au genre Acinetobacter 
sont bien identifies par SM-MT y compris au sein du com- 
plexe A. baumannii. 

Les especes pathogenes du genre Neisseria (A/, meningitidis et 
N. gonorrhoeae) sont correctement identifies par la SM-MT 
mais is autres especes sont peu differentiates entre elles 
et certaines souches de Neisseria non pathogenes peuvent 
donner une fausse identification comme N. meningitidis. 
II peut etre recommande de confirmer une identification de 
N. meningitidis par des tests phenotypiques, antigeniques 
ou moiculaires. 

Le genre Haemophilus est correctement identifie au niveau 
de I’espece, is systemes Vitek-MS et Maldi Biotyper ayant 
integre H. haemolyticus dans leur base de donnees. 

3.3.4. SM-MT et bacteries anaerobies 

Les performances de la SM-MT pour I’identification des 
bacteries anaerobies sont un peu inferieures a celles obte- 
nues pour is bacteries aerobies, is raisons etant a la fois 
taxonomiques, avec encore beaucoup d’especes de statuts 
incertains et aussi metaboliques avec des croissances plus 
faibles. Le pourcentage d’identification correcte se situe 
en moyenne autour de 80 % pour le genre et varie pour 
I’espece de 62 % pour le Maldi-Biotyper a 75 % pour le 
Vitek-MS [7]. L’utilisation d’un score superieur a 1 ,8 pour 


une identification d’espece et I’emploi d’une extraction pro- 
teique prealable permettent d’ameliorer is performances. 

3.3.5. SM-MT et levures 

A partir de 197 souches de levures, Mancini et al. [14] ont 
obtenu des performances similaires pour les deux systemes 
Maldi Biotyper et Vitek-MS avec respectivement 89,8 % et 
84,3 % d’identifications correctes. Les resultats concernant 
is levures du genre Candida et apparentes sont de 92,3 % 
et 87,3 % d’identifications correctes et pour les autres 
levures de 80,0 % et 72,5 % respectivement pour le Maldi 
Biotyper et le Vitek-MS. Les erreurs d’identifications sont 
plus nombreuses concernant le Vitek-MS 
Les especes du genre Aspergillus sont bien identifies par 
la SM-MT. 

3.3.6. Identification directe par SM-MT 
a partir d’echantillons cliniques 

Cette technique est tres seduisante puisqu’elle permet 
potentiellement d’identifiertres rapidement dans un contexte 
de routine quasiment d'interet medical toutes is bacteries 
contenues dans un liquide biologique a condition qu’elles 
soient en nombre important. La SM-MT peut etre utilisee 
pour identifier is bacteries presentes dans is urines dans le 
cadre d’une infection urinaire. II est necessaire de passer par 
une etape de centrifugation et d’extraction afin d’eliminer is 
cellules et proteines se trouvant dans les urines de patients 
infectes. Les performances montrent une identification cor- 
recte pour pres de 95 % des bacteries contenues dans is 
urines dans le cas d’une presence d’au moins 105 ufc/ml 
La principale utilisation de la SM-MT a partir des preleve- 
ments concerne is hemocultures positives apres incuba- 
tion [15]. Chen et al. [16] ont compare les performances de 
deux systemes commercialises incluant une standardisation 
de la preparation bacterienne. Les deux systemes Maldi- 
Biotyper et Vitek-MS montrent une identification correcte de 
I’espece qui est similaire (81 ,8 % et 80,7 % respectivement) 
alors que le Maldi-Biotyper identifie plus de bacteries au 
niveau du genre seul (16,0 % contre 12,2 % pour le Vitek- 
MS). Une alternative interessante a I’identification directe et 
qui necessite beaucoup moins de manipulations est I’iden- 
tification a partir des microcolonies recuperees sur milieux 
geloses apres seulement quelques heures d’incubation. En 
dehors de I’aspect financier, le choix des modalites de prise 
en charge d’une hemoculture positive a I’aide de la SM-MT 
se fait sur la base du personnel disponible au laboratoire 
durant la totality des heures ouvrables et de la receptivity 
d’un tel resultat dans les services cliniques, notamment 
pendant les horaires de garde. 

3.4. Utilisation en routine de la SM-MT 

En pratique, les identifications sont effectuees en recu- 
perant une colonie a partir des geloses puis en effectuant 
un depot direct. En cas de score insuffisant, un deuxieme 
passage apres extraction est alors envisage. Dans le cas 
ou I’identification n’est pas encore acceptable, un examen 
direct associe a quelques tests rapides (mobility, catalase, 
oxydase, ou autres tests enzymatiques) permet de s’orienter 
vers une identification generique souvent suffisante pour 
renseigner le clinicien (Lactobacillus spp, Bacillus spp, 
Actinomyces spp. . .). L’utilisation d’automates d’identification 
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phenotypique reste interessante pour certaines especes 
proches dont (’identification depend d’un ou de deux tests 
phenotypiques, I’exemple le plus important etant I’identifi- 
cation differentielle entre E. coli et Shigella spp. L’identifi- 
cation moleculaire reste utile en dernier recours mais son 
utilisation tend a diminuer depuis I’avenement de la SM-MT. 

El Conclusion 

Les performances de la spectrometrie de masse MALDI- 
TOF pour I’identification des bacteries et des organismes 
fongiques sont excellentes et globalement superieures a 
celles obtenues par les methodes phenotypiques tradi- 
tionnelles automatisees. Les limites de la SM-MT sont 
maintenant bien connues et previsibles et done facilement 
contournables. ^identification biochimique automatisee 
reste cependant encore utilisee dans de nombreux labo- 
ratoires de biologie medicale. 

Ces automates d’identification biochimique permettent 
d’avoir une methode mieux standardisee que les galeries 
d’ensemencement manuel et de lecture parfois visuelle, 
incluant des controles de qualite qui en font des appareils 
encore adaptes aux considerations de qualite exigee. De 
plus, la connexion avec le SIL est de regie et ces automates 
peuvent meme dans certains laboratoires faire office de 
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Automatisation de I’antibiogramme 
au laboratoire de bacteriologie 


Claudine Quentin-Noury a 


Resume 


L’automatisation de I’antibiogramme a connu un developpement consi- 
derable depuis les annees 1980. Actuellement en France, I’automatisa- 
tion de la methode par diffusion repose sur des lecteurs automatiques 
de diametres de zones d’inhibition comme I’Adagio et la gamme Sirscan. 
La methode par microdilution en bouillon peut etre realisee avec des 
microplaques contenant des dilutions seriees d’antibiotiques pretes 
a I’emploi (Sensititre, Microscan) et des systemes semi-automatises 
incluent un lecteur automatique de CMI (Optiread, Autoscan 4). Des sys- 
temes entierement automatises, qui gerent I’incubation, la decision de 
lecture et la lecture elle-meme, sont proposes. Ces automates a antibio- 
gramme comprennent des systemes qui sont une adaptation directe de 
la methode de reference, comme le MicroScan WalkAway et I’ARIS 2X. 
Le Phoenixs’en rapproche (lecture colorimetrique de la croissance bacte- 
rienne, incubation d’environ 1 2 h). Le Vitek2 est base sur un principe diffe- 
rent (calcul des CMI a partir d’un algorithme applique a la vitesse de crois- 
sance en I’absence et en presence d’antibiotique, incubation de 6-8 h). 
L’automatisation de I’antibiogramme a considerablement reduit le 
temps de travail et, pour les systemes rapides, accelere la reponse 
au clinicien. De plus, I’automatisation a significativement ameliore la 
fiabilite des resultats grace a la standardisation des reactifs et de la 
procedure et a I’informatisation qui evite les erreurs de categorisation 
et de transcription. L’ exactitude des systemes (semi)automatises est 
satisfaisante pour Staphylococcus aureus et les enterobacteries. Des 
progres sont necessaires pour les autres bacteries non exigeantes. 
La methode par diffusion reste indispensable pour les especes a 
croissance difficile. 

Antibiogramme - automatisation. 


El Introduction 


L’antibiogramme consiste a classer les bacteries dans I’une 
des trois categories cliniques, sensible (S), intermediate (I) 
ou resistante (R), vis-a-vis d’une serie d’antibiotiques. 
La procedure consiste en trois etapes : (i) determination du 
seuil de sensibilite de la bacterie vis-a-vis des antibiotiques 
etudies [Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)] ; (ii) com- 
paraison de ce seuil aux valeurs critiques qui delimitent 


Summary 

Automation of antibiotic susceptibility testing 

Automation of antibiotic susceptibility testing has 
undergone considerable progress since the 1 980s. 
Currently in France, automation of the disk diffusion 
method relies on automated readers of inhibition 
zone diameters, such as the Adagio system and the 
Sirscan product line. The broth microdilution method 
can be achieved with ready to use microplates 
containing serial dilutions of antibiotics (Sensititre, 
Microscan) and semi-automated systems include 
automated readers of MICs (Optiread, AutoSCAN 4). 
Fully automated systems that manage incubation, 
reading decision and MIC determination are pro- 
posed. Some of these are a direct application of the 
reference method, such as the Microscan WalkAway 
and the ARIS 2X. The Phoenix system differs slightly 
(colorimetric reading of the bacterial growth, around 
12h of incubation). The Vitek 2 system is based 
on a quite different principle (MIC calculation from 
an algorithm applied to the growth kinetics in the 
absence and presence of antibiotics, 6-8h of incu- 
bation). Automated antibiotic susceptibility testing 
has significantly reduced the labor time and, for the 
rapid systems, has accelerated the response to the 
clinician. In addition, automation has substantially 
improved the results reliability through standardiza- 
tion of reagents and procedure, and computerization 
which prevents errors of categorization and trans- 
cription. (Semi)automated systems are accurate for 
Staphylococcus aureus and enterobacteria. Further 
improvements are needed for other non-fastidious 
bacteria. The diffusion method is required for the 
most demanding species. 

Antibiotic susceptibility testing - Automation. 
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les categories cliniques, et categorisation S, I ou R; 
(iii) lecture interpretative, c’est-a-dire validation biologique 
et therapeutique, qui peut amener un changement de 
categorisation (S a I ou R). Les concentrations critiques 
qui delimitent les categories S/l/R sont etablies sur la base 
de donnees pharmacocinetiques/pharmacodynamiques, 
microbiologiques et cliniques par des comites d’experts [1] 
en France le Comite de I’Antibiogramme de la Societe 
Frangaise de Microbiologie (CASFM, http://www.sfm- 
microbiologie.org/), membre du comite europeen de 
I’antibiogramme, le « European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing » (EUCAST, http://www.eucast.org/). 
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Cette categorisation a pour but d’anticiper Tissue d’un traite- 
ment antibiotique: un resultat «S» est predictif d’un succes 
therapeutique et un resultat « R» d’un echec. Un resultat « I » 
signif ie que Tissue therapeutique depend de plusieurs variables 
(niveau de sensibility et possible mecanisme de resistance 
de la souche, site de Tinfection, modalites du traitement et 
caracteristiques du patient); c’est aussi une «zone tampon » 
des variations liees a la technique (incertitude de mesure). Les 
donnees de Tantibiogramme sont essentielles puisqu’elles 
guident le choix therapeutique du clinicien et permettent le 
traitement adapte des infections documentees. De plus, 
collectivement, elles permettent de surveiller Involution de 
la resistance des bacteries aux antibiotiques et contribuent 
ainsi a definir le traitement empirique des infections non 
documentees. 

Pour realiser Tantibiogramme en routine, les laboratoires 
de bacteriologie disposent d’une variety de methodes, 
principalement la diffusion en gelose a I’aide de disques 
ou differentes versions de la microdilution en bouillon; 
Tutilisation de bandelettes impregnees d’un gradient de 
concentrations d’antibiotiques (« Etest») est trop onereuse 
pour T etude en routine des bacteries non exigeantes [2]. 
Toutes ces methodes ont fait Tobjet d’une automatisation 
croissante. En effet, sous la pression economique et en raison 
des contraintes de T accreditation, les laboratoires de biologie 
medicale se sont regroupes et constituent aujourd’hui des 
plateaux techniques qui traitent un nombre d’actes au moins 
egal a celui d’un laboratoire hospitalier. L’automatisation 
repond aux besoins de productivity de ces groupements. 
De plus, elle a considerablement ameliore les performances 
de Tantibiogramme, essentiellement par une meilleure stan- 
dardisation et la possibility de connexions informatiques [3]. 
En effet, les resultats de Tantibiogramme sont influences 
par de nombreux parametres et la standardisation de la 
methode accroTt significativement Texactitude et la repro- 
ductible des resultats, particulierement critiques dans le 
cadre des nouvelles recommandations du CASFM/EUCAST, 
avec des zones intermediates reduites ou supprimees 
[4]. La multiplication des valeurs critiques, par genre voire 
par espece, et eventuellement par site infectieux, a rendu 
Tinformatisation de la categorisation S/l/R indispensable. 
La connexion au systeme informatique du laboratoire (SIL) 
permet Timpression des resultats sans erreur de transcrip- 
tion, et leur stockage a des fins de suivi technique (resultats 
obtenus pour les souches de reference), therapeutique 
(dossier bacteriologique du patient) et epidemiologique 
(surveillance des resistances et des bacteries multi-resis- 
tantes). Les logiciels de « systemes experts » sont une aide 
precieuse au controle des resultats, compte tenu de la 
multiplication des mecanismes de resistance et des regies 
de lecture interpretative [5]. L’attribution de codes-barres 
accroTt la tragabilite des echantillons et des reactifs, evitant 
les erreurs de patients et facilitant la gestion des stocks de 
consommables. Cependant, la diminution de Tintervention 
humaine dans la realisation, la lecture et (’interpretation de 
Tantibiogramme implique une surveillance accrue lors de 
la validation finale [3]. 

Le but de cette revue est de faire le point sur les modalites 
actuelles de Tautomatisation de Tantibiogramme en France, 
et de discuter les avantages et les inconvenients des sys- 
temes disponibles. 


3 Antibiogramme 

par diffusion et automatisation 

2.1. Methode d’antibiogramme 

par diffusion (methode des disques) 

L’antibiogramme par diffusion en gelose consiste a depo- 
ser des disques impregnes d’antibiotiques sur une gelose 
ensemencee en nappe avec la bacterie a tester. Apres 
incubation, la culture delimite autour des disques des zones 
d’inhibition circulaires dont le diametre est inversement pro- 
portionnel a la CMI. Des droites de regression permettent 
d’etablir pour chaque antibiotique les diametres critiques 
correspondent aux concentrations critiques et d’interpreter 
les diametres obtenus pour la bacterie a tester en categories 
S/l/R [6]. 

2.2. Avantages et inconvenients 
de la methode par diffusion 

La longevity de la methode des disques s’explique par 
de nombreux avantages, qui incluent la simplicity, un 
faible cout, la capacity a tester tous les antibiotiques 
souhaites vis-a-vis de toutes les bacteries capables 
de cultiver sur gelose, et la possibility de detecter les 
contaminations et les interactions specifiques, syner- 
gies ou antagonismes, evocatrices de mecanismes de 
resistance specifiques [7, 8]. Dans sa version originale, 
cette methode comporte cependant un certain nombre 
d’inconvenients que Tautomatisation vise a compenser: 
les resultats sont seulement qualitatifs (S/l/R) et obtenus 
apres une incubation de 1 8 h, et la procedure elle-meme 
est contraignante et consommatrice de temps. En par- 
ticular la lecture, subjective, des diametres des zones 
d’inhibition et leur traduction en categories cliniques, 
soumise aux erreurs d’interpretation et de transcription, 
est une operation longue et fastidieuse [9]. 

2.3. Automatisation de la 
methode par diffusion 

2.3.1 . Preparation de Tantibiogramme par diffusion 

Des dispositifs turbidimetriques simples ou des spectropho- 
tometres plus elabores sont disponibles depuis longtemps 
pour mesurer la density des suspensions bacteriennes 
afin de preparer un inoculum standard. Des dispositifs 
permettent maintenant d’obtenir la density finale voulue 
sans ajustement supplementaire (tableau I). Ainsi, Tlnoclic 
(i2a) est une tige metallique qui permet de piquer au travers 
d’une colonie, puis de la mettre en suspension dans un 
tube d’eau physiologique sterile prevu a cet effet. Apres 
homogeneisation, la suspension a la density 0,5 McFarland 
attendue. Plusieurs systemes automatises d’inoculation des 
geloses ont ete recemment commercialises [10]. Certains 
d’entre eux, comme le Prelud (i2a), et deux inoculateurs 
qui font partie de systemes de « Tautomatisation totale du 
laboratoire », InoquIA™ (Becton-Dickinson) et Previ Isola 
(bioMerieux) ont ete adaptes a Tinoculation de Tantibio- 
gramme par la methode des disques. Le systeme Prelud 
option AST permet en plus de deposer automatiquement 
les disques, stockes dans des conteneurs refrigeres avec 
un controle de Thumidite. 
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Tableau 1 - / 

Automatisation de I’antibiogramme par diffusion. 

Automatisation 

Sirscan (i2a) 

Autre (Fabricant) 

Preparation de I’inoculum 

Inoclic 

- 

Inoculation des boites 

Prelud 

(Option AST : + depot des disques) 

Inoqul A (Becton-Dickinson) 
Previ Isola (BioMerieux) 

Lecture de I’antibiogramme 

SirSCAN micro 
SirSCAN 2000 
SirSCAN 2000 automatic 

Adagio (Bio-Rad) 

Logiciel de gestion des donnees 
Systeme expert 

+ 

Adagio (Bio-Rad) 


2.3.2. Lecture de I’antibiogramme par diffusion 
Les premieres tentatives de lecteurs automatiques de I’anti- 
biogramme par diffusion datent des annees 1 970. Plusieurs 
systemes ont ete commercialises dans les annees 1990- 
2000, comme le Biomic, le Sirscan, I’Aura Image, I’Osiris 
et le Mastascan Elite [11]. Tous comprennent une camera 
ou un scanner qui capture I’image de I’antibiogramme et 
un logiciel qui analyse cette image et en tire les diametres 
des zones d’inhibition. L’operateur place I’antibiogramme 
dans le tiroir du lecteur. Apres numerisation de I’image, 
I’antibiogramme apparait sur I’ecran de I’ordinateur avec 
la mesure des diametres. A ce stade, les zones d’inhibition 
peuvent etre ajustees par I’operateur si necessaire. Puis 
le logiciel d’analyse des donnees determine la categorie 
S/l/R [8, 11]. 

Les systemes actuellement disponibles en France incluent 
la gamme Sirscan (i2a) et I’Adagio qui a remplace I’Osiris 
(Bio-Rad). Ces systemes assurent la lecture, I’interpreta- 
tion et le controle des resultats grace a un systeme expert 
et, via le SIL, la transmission et I’impression des resultats. 
L’Adagio est un lecteur, plus automatise et equipe d’un 
analyseur d’image plus puissant que I’Osiris. Le Sirscan, 
quant a lui, offre une gamme de produits permettant I’auto- 
matisation de toutes les etapes de I’antibiogramme par 
diffusion. Ainsi, I’inoculum peut etre prepare avec I’lnoclic, 
I’inoculation et le depot des disques avec le Prelud. Le lec- 
teur d’antibiogramme existe sous 3 versions: le SirSCAN 
micro, lecteur d’antibiogramme compact; le SirSCAN 
2000, lecteur automatise qui dispose d’une imagerie a 
haute performance, d’une banque d’images, du systeme 
expert integre SirWeb, et d’une gestion des boTtes par 
code-barres; le SirSCAN 2000 automatic est un systeme 
integre qui comprend en plus le chargeur/incubateur/lec- 
teur automatise qui declenche la lecture a la fin du temps 
d’incubation et transmet les resultats au SIL. Un milieu 
«rapide», le MH SIR, permet d’obtenir des resultats en 
5 a 8 heures pour la plupart des bacteries a croissance 
rapide. Avec ce milieu, le SirSCAN 2000 automatic effec- 
tue une lecture en continu avec re-incubation jusqu’a ce 
que le resultat final soit disponible. La transmission au 
SIL peut etre automatique ou declenchee par I’utilisateur. 
Les lecteurs Adagio et Sirscan varient suivant le format 
des boTtes acceptees et la reconnaissance plus ou moins 
automatisee des disques d’antibiotiques, du meme fabri- 
cant ou de toutes origines. Les deux systemes disposent 
d’un module de lecture des E-tests. La lecture de la CMI 
est facilitee par la qualite de I’image et la possibility de 
zoomer. Avec I’Adagio, la presence du Etest est automa- 
tiquement detectee, un curseur peut etre ajuste a la valeur 


de la CMI et I’image peut etre orientee. Tres recemment, le 
systeme Advencis Bio-System (bioMerieux) est apparu sur 
le marche [12]. Cet appareil comprend un imageur video 
a haute resolution qui capte en temps reel les images des 
boTtes de Petri placees dans un incubateur dedie, ainsi 
qu’un logiciel specifique pour analyser ces images. Les 
premiers resultats sont obtenus tres rapidement en raison 
de la tres haute qualite de I’imagerie numerique. Ainsi, avec 
les enterobacteries, les zones d’inhibition sont lisibles en 
3 a 4 h, permettant de detecter precocement des resis- 
tances d’importance Clinique [(3-lactamase a spectre elargi 
(BLSE), resistances aux carbapenemes]. Cependant, les 
zones d’inhibition se stabilisent plus tard, et peuvent etre 
significativement diminuees a 24 h, conduisant eventuel- 
lement a des changements de categorie. De plus, le sys- 
teme actuel a une faible capacity (6 boTtes de Petri) [12]. 

2.4. Avantages et limites de I’automatisation 
de I’antibiogramme par diffusion 

2.4.1 . Preparation de I’antibiogramme par diffusion 
Tres peu d’etudes ont evalue les systemes de prepara- 
tion de I’antibiogramme par diffusion. Tres recemment, 
Hombach et al [13] ont rapporte que I’ajustement visuel 
de I’inoculum avec une gamme Mac Farland donnait une 
density plus proche de la valeur recommandee que celle 
obtenue a I’aide d’un photometre (Densichek, bioMerieux). 

Une autre etude [14] a montre que I’ensemenceur auto- 
matique InoquIA™ reduisait les variations inter-operateurs. 

La courbe de concordance entre les diametres des zones 
d’inhibition obtenus par inoculation manuelle ou en utilisant 
le Previ Isola avait un coefficient de correlation de 0,974; 
la categorisation S/l/R avait une sensibility de 99 % et une 
specificity de 100 %. Le temps necessaire a I’inoculation 
etait de 51 s par gelose au lieu de 1 min 40 manuellement, 
et le resultat etait reproductible. 

2.4.2. Lecture de I’antibiogramme par diffusion 

Les lecteurs automatiques de I’antibiogramme par diffusion 
reduisent considerablement le temps de travail manuel. 
Cependant, I’ajustement des zones d’inhibition allonge le 
temps de lecture. Le systeme de codes-barres supprime 
le temps passe a renseigner les coordonnees du patient, 
du prelevement et de la souche [15]. 

Ces lecteurs automatiques ameliorent significativement la 
precision et la reproductible des resultats [15]. En effet, 
ils permettent de standardiser les conditions de lecture des 
zones d’inhibition : lumiere, positionnement de la boTte et fond 
d’image. Les cercles qui definissent les zones d’inhibition 
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floues sont traces a ~80 % d’inhibition de croissance. 
L’analyseur d’image prend en compte les zones d’inhi- 
bition chevauchantes et les zones non circulaires telles 
que celles qui resultent de synergies ou d’antagonismes, 
ou celles qui sont tronquees par les bords ou les angles 
des boTtes de Petri, alors que dans ces cas, la lecture 
manuelle se fait en mesurant le rayon et en le multipliant 
par 2 pour obtenir un diametre. De plus, ces systemes 
eliminent la subjectivity de la lecture des antibiogrammes 
par diffusion, en supprimant la variability liee a I’operateur. 
Enfin, I’automatisation de la lecture des antibiogrammes 
par diffusion permet son informatisation, avec tous les 
avantages indiques precedemment. 

Les lecteurs automatiques d’antibiogrammes fournissent 
des resultats non seulement qualitatifs (S/l/R) mais aussi 
quantitatifs (diametres). L’ exactitude des systemes com- 
mercialises dans les annees 2000, dont le Sirscan et I’Osiris 
[1 6], a ete confirmee dans plusieurs etudes. La correlation 
entre la lecture automatisee et la lecture manuelle est excel- 
lente pour les bacteries a croissance rapide sur milieux 
transparents [8, 11]. L ’« essential agreement » (EA, difference 
entre les 2 mesures < 3 mm) atteint habituellement plus de 
90 % [16]. Neanmoins, les valeurs de TEA varient suivant 
la bacterie [meilleures pour les Enterobacteries que pour 
les staphylocoques, et pour les staphylocoques que pour 
les bacilles a Gram negatif non fermentaires (BGN-NF) 
ou les enterocoques] et I’antibiotique (EA mediocres pour 
le cotrimoxazole) [15, 16]. Ces bons EA sont associes a 
des « categorical agreement » (CA, concordance entre les 
categories S/l/R determinees automatiquement et manuel- 
lement) eleves. La frequence des «very major errors » 
(VME, categorie R par la mesure manuelle et S par la mesure 
automatique), des « major errors » (ME, I’inverse) et des 
« minor errors» (erreurs impliquant une categorisation I) 
est habituellement inferieure a 1,5 % [15, 16]. La plupart 
de ces erreurs sont observees pour les couples bacteries- 
antibiotiques qui donnent des zones d’inhibition dont 
les diametres sont proches des diametres critiques [15]. 
Comme attendu, la reproductible est meilleure pour les 
mesures automatiques que pour les mesures manuelles 
[15]. Les lecteurs automatiques d’antibiogramme peuvent 
etre utilises avec des geloses opaques comme les geloses 
au sang, mais ils sont moins performants [11]. Ces sys- 
temes estiment les CMI d’apres les diametres des zones 
d’inhibition. Cependant, les droites de regression CMI-dia- 
metres varient suivant le genre voire I’espece bacterienne 
[6, 9], la concordance n’est pas lineaire pour les valeurs 
extremes et la validity de (’extrapolation des CMI a partir 
des diametres a ete mise en question pour certains couples 
bacteries-antibiotiques [8]. 

Malgre les progres de I’imagerie, un controle visuel des 
boTtes par un microbiologiste experiments avant et pen- 
dant la lecture automatique de I’antibiogramme est neces- 
saire [8]. Une attention particuliere doit etre portee aux 
discordances les plus frequentes entre la lecture visuelle 
et la lecture automatique. Les bacteries qui donnent une 
croissance faible (ex: enterocoques] sont la source la plus 
frequente des discordances. Les lecteurs automatiques ont 
souvent du mal a detecter la faible croissance au niveau 
de la bordure de la zone d’inhibition de certains disques, 
notamment le cotrimoxazole, qui tend en plus a donner des 


microcolonies dans la zone d’inhibition. Une croissance non 
confluente et des zones de diffusion colorees, par des pig- 
ments d’origine bacterienne (ex. Pseudomonas aeruginosa) 
ou antibiotique (ex: nitrofuranes), sont egalement des 
causes d’erreur [8, 15, 16]. Une derive possible de la 
camera doit etre surveillee par un controle regulier avec 
des souches de reference. 

Actuellement, la methode des disques est toujours lar- 
gement utilisee, y compris dans les laboratoires de bac- 
teriologie equipes d’automates a antibiogramme, parce 
qu’elle est necessaire pour les bacteries exigeantes. De 
plus, cette methode permet de verifier visuellement des 
resultats inattendus ou ambigus fournis par les automates, 
en particulier les melanges ou les mecanismes de resis- 
tance associes a des images evocatrices (ex: BLSE). Les 
lecteurs automatiques d’antibiogrammes par diffusion ont 
rendu cette methode plus populaire. Ils represented une 
alternative aux automates a antibiogramme, peu couteuse 
et efficace pour les plus petits laboratoires et les pays en 
developpement. 

3 Antibiogramme par dilution 
en bouillon et automatisation 

3.1. Methodes d’antibiogramme 
par dilution en bouillon 

Les systemes semi-automatises ou automatises de 
determination de la sensibility aux antibiotiques par 
dilution en bouillon peuvent etre divises en trois groupes 
selon leur principe: les systemes qui incluent une 
gamme de concentrations, ceux qui testent uniquement 
les concentrations critiques, et les systemes « rapides » 
bases sur des concentrations d’epreuve. Dans chaque 
groupe, un developpement continu a conduit a une 
automatisation croissante, de la simple mecanisation 
des methodes traditionnelles a des systemes entiere- 
ment automatises. 

3.1 .1 . Systemes utilisant une gamme 
de concentrations 

3.1. 1.1. Microplaques commercialisees 

Des plaques de microdilution incluant plusieurs antibio- 
tiques a differentes concentrations peuvent etre preparees 
au laboratoire, mais la procedure est contraignante. C’est 
pourquoi des microplaques pretes a I’emploi ont ete com- 
mercialisees des les annees 1970 [8]. Ces microplaques 
contiennent des dilutions d’antibiotiques de raison geome- 
trique 2, sous forme congelee (ex: MicroMedia Systems, 
PASCO) ou deshydratee (ex: Sensititre, Sceptor, API-ATB) 
ou sous les 2 formes (MicroScan); I’addition d’un indicateur 
colore d’oxydo-reduction peut faciliter la lecture (ex: Alamar 
Blue). Les microplaques qui contiennent les antibiotiques 
sous forme deshydratee sont plus faciles a Stocker (tem- 
perature ambiante) et ont une plus longue duree de vie 
(en moyenne 12-18 mois) que les microplaques contenant 
des antibiotiques sous forme congelee. 

Actuellement, des microplaques standards de 96 puits 
(12x8) MicroScan (Beckman Coulter) et Sensititre 
(ThermoFisher Diagnostics) contenant des antibiotiques 
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Tableau II - Automatisation de rantibiogramme 
par microdilution en bouillon - Systemes semi-automatises. 

Automatisation 


Sensititre (ThermoScientific) 

Microscan (Beckman Coulter) 

Microplaques 

96 puits (12x8) 

96 puits (12x8) 

Preparation de I’inoculum 

Nephelometre 

Prompt 

Distribution de I’inoculum 

Pipette multi-canaux electronique 
Auto-inoculateur AIM 

Renok 

Lecture visuelle 

Vizion 

- 

Lecture automatique 

Optiread 

Autoscan-4 

Logiciel de gestion des donnees 

SWIN 

LabPro/HighFlexX 

Systeme expert 

Systeme Expert 

LabPro Alert 


deshyd rates, avec un dispositif mecanique de rehydrata- 
tion et/ou d’inoculation sont commercialisees en France [8] 
(tableau II). Des microplaques peuvent egalement etre pre- 
pares a la demande (Sensititre). Des dispositifs permettent 
d’ajuster I’inoculum, comme le Nephelometre de 
Sensititre. Le Prompt de MicroScan est une pointe calibree 
qui permet, apres mise en suspension dans un flacon pret 
a I’emploi, de preparer un inoculum standard stable pen- 
dant 4 h sans ajustement de turbidite. Des distributeurs 
de milieu et/ou d’inoculum sont disponibles. Ils peuvent 
etre manuels comme la pipette multicanaux electronique 
de Sensititre ou le Renok de MicroScan, ou automatiques 
comme I’inoculateur AIM de Sensititre ou le MicroScan 
SH2000 de Beckman Coulter. L’AIM comme le SH2000 
evitent les puits « sautes » observes avec les pipettes 
multicanaux classiques. Apres incubation dans une etuve 
standard, les CMI sont determinees a I’aide d’un dispositif 
manuel (miroir) ou semi-automatise comme le Vizion de 
Sensititre couple a un ordinateur equipe du logiciel SWIN. 
Ce systeme affiche sur un ecran une image agrandie de la 
microplaque recouverte par un modele permettant d’indi- 
quer manuellement les puits correspondent aux CMI. 
II peut avoir une interface avec le SIL. Le logiciel SWIN est 
equipe d’un systeme expert permettant d’appliquer les 
criteres de categorisation. II permet egalement d’imprimer 
les comptes rendus d’analyse et de Stocker les donnees 
pour une exploitation ulterieure. 

II faut noter qu’a cote des microplaques, des bandelettes 
contenant des dilutions seriees d’un seul antibiotique ont 
ete commercialisees (ex: bandelettes Just One). Ce type 
de produit pourrait etre amene a se developper, compte 
tenu des resultats non fiables observes avec la methode 
des disques et meme avec les Etests pour certains anti- 
biotiques d’interet comme la colistine. 

3.1. 1.2. Microplaques et systemes semi-automatises 

Les systemes semi-automatises utilisent des dispositifs 
automatiques de lecture photometrique ou fluorometrique 
de la croissance bacterienne apres incubation dans une 
etuve standard. L’addition de substrats fluorogeniques 
permet en principe une detection plus sensible de la 
croissance bacterienne et done une lecture plus rapide 
des microplaques. Cependant, la lecture fluorometrique 
rapide est aujourd’hui reservee aux tests d’identification 
et les microplaques ou les puits destines a la determina- 
tion des CMI sont lus apres une incubation de 16-18 h. 
Ces systemes automatisent seulement I’etape finale de 
lecture de la CMI [8]. Les resultats sont transferes au 


systeme de gestion des donnees. Ce logiciel peut etre 
connecte au systeme expert associe aux appareils entie- 
rement automatises de la gamme du produit considere. 
Le miniAPI capable de lire les galeries Rapid ATB a ete 
I’un de ces systemes. Les appareils de ce type actuel- 
lement commercialises sont le Sensititre Optiread et le 
MicroScan Autoscan 4. 

3.1. 1.3. Microplaques et systemes entierement auto- 
matises 

Dans une ultime etape d’automatisation, des modules 
d’incubation-lecture ont ete integres aux systemes prece- 
dents. Ces modules incluent un carrousel qui positionne 
automatiquement les microplaques sous le photometre ou 
le fluorometre central qui effectue la lecture. Ils comprennent 
egalement un scanner de codes-barres. Ces appareils ne 
necessitent plus aucune intervention manuelle pour obtenir 
les resultats apres la mise en place de la microplaque dans 
I’incubateur-lecteur [8]. Ils sont aujourd’hui represents par 
le MicroScan WalkAway (Becton Dickinson) et I’Aris 2X 
(ThermoFisher Scientific) (tableau III). 

Le MicroScan WalkAway a ete developpe a la fin des annees 
1980. La derniere version WalkAway plus va etre lancee 
en 2016. Deux formats d’appareils accueillent 40 ou 96 
microplaques. Les panels actuellement disponibles incluent 
des panels «CMI», des panels « Combo » (certains puits 
utilises pour I’identification) et des panels « breakpoint » 
(concentrations critiques). L’inoculum est prepare a I’aide 
du Prompt et distribue a I’aide du RENOK ou du SH2000. 
Depuis 2002, le systeme de gestion des donnees LabPro 
a ete couple au systeme expert LabPro Alert. Le logiciel 
HighFlexX est une solution Middleware introduite en 201 3. 
Le Sensititre ARIS a ete commercialise aux Etats-Unis en 
1 992. La derniere version, ARIS 2X, qui dispose d’un ordina- 
teur et d’un logiciel plus elabores, a ete mise sur le marche 
en 2004. L’ARIS 2X peut contenir jusqu’a 64 microplaques. 
II existe des panels « CMI », « breakpoint » et « identification ». 
Les microplaques sont rehydratees et inoculees avec la 
pipette multicanaux electronique ou I’inoculateur AIM, avant 
leur mise en place dans le carrousel de I’incubateur-lecteur. 
Le lecteur de codes-barres assigne a chaque microplaque un 
temps d’incubation et, lorsque ce temps est atteint (1 6-1 8 h), 
la microplaque est transferee au lecteur OptiRead. Le logiciel 
de gestion des donnees Swin analyse les resultats a I’aide 
du systeme expert et le logiciel Swin Epidemiology genere 
des rapports en temps reel. Ainsi, Sensititre et MicroScan 
proposent une gamme de dispositifs et d’appareils, allant 
de simples microplaques inoculees et lues manuellement ou 
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Tableau III - Automatisation de I’antibiogramme par microdilution en bouillon - Systemes automatises. 

Parametre 

Microscan 
(Beckman Coulter) 

Aris 2X 

(ThermoFisher) 

Phoenix 

(Becton Dickinson) 

Vitek 2 
(BioMerieux) 

Preparation 
de I’inoculum 

Prompt, Renok, SH2000 

Pipette multicanaux 
electronique, Auto-inoculateur 
AIM 

Phoenix AP 

- 

Modeles (capacite) 

Microscan WalkAway 
(40 ou 96 microplaques) 

Aris 2X 

(64 microplaques) 

BD Phoenix 
(100 galeries) 

Vitek 2 (60 cartes) 
Vitek 2 XL (1 20 cartes) 
Compact (30 ou 60 cartes) 

Panels 

CMI + ID ou CMI ou cC* 
Microplaques a 96 puits 
CMI : gammes de 
concentrations d’antibiotiques 
de raison 2 

CMI ou ID ou cC* 
Microplaques a 96 puits 
CMI : gammes de 
concentrations d’antibiotiques 
de raison 2 

CMI + ID ou CMI 
Galeries a 2 rangees, 136 puits 
CMI : gammes de concentrations 
de raison 2 centrees sur les cC 

CMI ou ID 
Cartes a 64 puits 
CMI : 1-6 concentrations testees 
acouverture des cC 

Principe de la 
determination 
de la CMI 

Lecture directe basee sur 
I’inhibition de la croissance 
bacterienne 

Lecture directe basee sur 
I’inhibition de la croissance 
bacterienne 

Lecture indirecte basee sur 
une modification de couleur 
liee a I’inhibition de la croissance 
bacterienne 

Calcul grace a un algorithme 
base sur la vitesse de croissance 
en I’absence d’antibiotique et 
en presence de concentrations 
d’epreuve 

Lecture: methode 
rythme 
de lecture 

Turbidimetrie 
En point final 

Turbidimetrie 
En point final 

Colorimetrie (indicateur red-ox) 
Toutes les 20 minutes 

Nephelemetrie 
Toutes les 15 minutes 

Temps moyen 
d’antibiogramme 

16-18 heures 

16-18 heures 

12 heures 

6-8 heures 

Systeme Expert 

LabPro Alert 
Validation therapeutique 

SWIN 

Validation therapeutique 

BDXpert 

Validation therapeutique 

Advanced expert System (AES) 
Validation biologique et 
therapeutique 

cC: concentrations critiques basses et hautes; * non commercialise actuellement en France; ID 

: identification 



automatiquement, a des systemes partiellement ou entiere- 
ment automatises. Cependant, le MicroScan WalkAway et 
I’ARIS 2X demandent une nuit d’incubation pour la lecture 
de I’antibiogramme. 

Le Phoenix (Becton-Dickinson) est un systeme qui se rap- 
proche des precedents, mais qui s’en distingue par des 
microplaques differentes, (’utilisation d’un indicateur colore 
d’oxydo-reduction pour detecter la croissance bacterienne, 
donnant des resultats plus rapides. Cet appareil est dispo- 
nible en Europe depuis 2001 et aux Etats-Unis depuis 2004. 
II peut contenirjusqu’a 100 microplaques. Ces microplaques 
sont des galeries de polystyrene comprenant 136 puits, 
soit entierement dedies a I’antibiogramme, soit repartis en 
51 puits d’identification d’un cote et 85 puits permettant 
de tester 14 a 22 antibiotiques de I’autre. Le Phoenix AP 
a ete introduit en 2008 pour standardiser I’inoculum et 
ajouter I’indicateur d’oxydo-reduction au bouillon AST de 
fagon entierement automatique. Puis les bouillons inocu- 
les pour identification et/ou antibiogramme sont verses du 
cote approprie de la galerie. Celle-ci est obturee et placee 
dans I’incubateur-lecteur. Le Phoenix lit les microplaques 
toutes les 20 minutes en utilisant a la fois le changement 
colorimetrique de I’indicateur d’oxydo-reduction et laturbi- 
dite pour determiner la croissance bacterienne. L’ensemble 
des resultats est obtenu en 6 h a 16 h. Ces resultats sont 
transferees au logiciel de gestion des donnees BD Epicenter, 
et analyses par le systeme expert BDXpert [8]. 

3.1 .2. Systemes bases 

sur les concentrations critiques 

Les systemes bases sur les concentrations critiques per- 

mettent de tester un plus grand nombre d’antibiotiques 

par microplaque que les systemes utilisant des gammes 


de concentrations, et ils sont de lecture plus facile: une 
croissance aux deux concentrations correspond a une 
resistance, une croissance a la seule concentration la plus 
faible traduit une sensibilite intermediate, et I’absence de 
croissance aux deux concentrations temoigne d’une sen- 
sibilite. Leur inconvenient principal est I’impossibilite de 
controler correctement leur validite: des pertes d’activite 
plus ou moins faibles des antibiotiques passent inapergues 
avec les souches de reference, generalement tres sensibles. 
Les galeries API-ATB etaient basees sur ce principe. Les 
panels « breakpoint » des gammes Sensititre et MicroScan 
sont la version actuelle de ces systemes, mais ils ne sont 
pas commercialises en France a ce jour. 

3.1.3. Systemes « rapides » 

bases sur des concentrations d’epreuve 

Depuis les annees 1970, des appareils capables de fournir 
des resultats d’antibiogramme en 3 a 5 h ont ete develop- 
pes. Pour atteindre cet objectif, une variete de strategies a 
ete utilisee, le seul imperatif etant de fournir des resultats 
comparables a ceux obtenus avec les methodes de reference 
dans un temps beaucoup plus court. Ainsi, des milieux de 
culture permettant une croissance plus rapide et un inocu- 
lum plus dense que dans les conditions standards ont ete 
utilises. Surtout, les concentrations reelles d’antibiotiques 
dans les puits ont ete manipulees afin d’obtenir le resultat 
escompte. Avec ces appareils, la CMI n’est pas lue mais 
calculee grace a un algorithme, par comparaison de la 
croissance en I’absence d’antibiotique (temoin) et en pre- 
sence d’une concentration test de chaque antibiotique [1 7]. 
L’Autobac, le MS-2 et le Cobast-Bact ont fait partie des 
premiers appareils de ce type. La concordance globale 
avec les methodes de reference lors d’une utilisation en 
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routine depassait 90 %, mais de graves discordances sont 
rapidement devenues evidentes pour plusieurs couples 
bacterie-antibiotique en particulier en cas de resistances 
qui demandent du temps pour s’exprimer (ex: methi- 
cillino-resistance des staphylocoques, resistance aux 
p-lactamines dues aux p-lactamases chromosomiques 
inductibles des enterobacteries) (1 7), et ces instruments 
ont ete abandonnes. Le seul representant actuel de ce 
type d’appareil est le Vitek 2 (bioMerieux) qui est une 
version moderne de I’Automicrobic, un automate congu 
dans les annees 1 970 pour etre utilise dans les navettes 
spatiales americaines et, de ce fait, hautement automatise 
et tres compact. Ainsi, les microplaques ont ete rempla- 
cees par de tres petites cartes en plastique contenant 
des antibiotiques sous forme deshydratee. Le Vitek a ete 
introduit en Microbiologie clinique dans les annees 1 980. 
Le Vitek 2, plus automatise, est disponible depuis 2000 
aux Etats-Unis et en Europe. Cet appareil a une capacite 
de 60 cartes, et la version Vitek 2 XL de 120 cartes; le 
Vitek 2 Compact, introduit en 2005 pour les petits labo- 
ratoires, est une version moins automatisee et plus abor- 
dable permettant de traiter 1 5, 30 ou 60 cartes. Les cartes 
comprennent 64 micro-puits dedies soit a I’identification 
soit a I’antibiogramme, mais une carte d’identification de 
Gram positif ou de Gram negatif non exigeant peut etre 
analysee en meme temps que la carte d’antibiogramme 
correspondante. Un nombre limite de concentrations 
d’antibiotiques (1 a 6 concentrations d’epreuve de 9 a 
20 antibiotiques) est utilise pour couvrir les concentrations 
d’interet therapeutique. L’appareil est equipe d’une « Smart 
Carrier Station » qui comprend une unite de base avec 
microprocesseur contenant une cassette d’une capacite 
de 1 5 cartes et un lecteur de codes-barres. L’inoculum est 
prepare manuellement. Aucun reactif n’est a ajouter. Les 
cartes sont placees dans la cassette, des puces electro- 
niques permettant le transfert de I’information numerisee 
a I’incubateur-lecteur. Apres que la cassette ait ete placee 
dans le poste de chargement du Vitek 2, elle est auto- 
matiquement deplacee au travers des postes de lecture 
des codes-barres, de dilution de I’inoculum, d’inoculation 
puis de fermeture de la carte. Le systeme de transport 
place alors les cartes sur un carrousel pour I’incubation. 
Chaque carte est deplacee vers le poste de lecture toutes 
les 1 5 minutes pour une mesure de la transmission de la 
lumiere, proportionnelle a la croissance. Une analyse par 
regression lineaire calcule les CMI a I’aide d’un algorithme 
et les resultats sont disponibles en 4 a 16 h. Le systeme 
de gestion des donnees actuel du Vitek 2, I’Observa, 
est base sur Windows, et offre une presentation plus 
explicite du systeme expert (AES) initialement propose 
avec le Vitek 2. II permet d’etablir des rapports varies 
sur le fonctionnement et les resultats de I’appareil [8]. 
Le Vitek 2 est le systeme le plus automatise. 

3.2. Avantages et limites des methodes 
d’antibiogramme par dilution en bouillon 

Les avantages des methodes par dilution en bouillon 
comprennent, outre une diminution du temps de travail 
manuel et des resultats rapides pour les systemes les 
plus automatises, la production de donnees quantitatives 
(CMI) [3, 8]. 


Le temps de travail manuel est particulierement reduit 
avec les systemes entierement automatises. Une 
etude [18] a montre qu’avec le Vitek 2 le temps moyen 
de preparation des panels etait plus court mais le temps 
de maintenance mensuel plus long qu’avec le Phoenix 
(63,2 versus 21,2 min). Cependant I’introduction du 
Phoenix AP a reduit le temps de manipulation pour le 
Phoenix de 50 % (19). Par ailleurs, I’automatisation 
augmente la security pour le personnel en diminuant 
les contacts avec les echantillons, en particulier avec 
le Vitek 2. 

L’obtention des resultats est plus rapide avec le Vitek 2 
(8,4 ± 2 h) qu’avec le Phoenix (12,1 ± 2,7 h) [18], et 
le MicroScan WalkAway ou I’ARIS 2X et les systemes 
moins automatises des gammes correspondantes. Un 
resultat rapide contribue a un meilleur flux de travail [8, 

18, 19]. De plus, un resultat d’antibiogramme un jour 
plus tot qu’avec les methodes conventionnelles est 
cense ameliorer les soins au patient. En fait, toutes les 
etudes sur I’impact clinique et economique des resul- 
tats rapides ont montre qu’effectivement ils permettent 
aux medecins d’entreprendre ou de passer plus vite a 
une antibiotherapie adaptee [20-22] avec pour resultat 
des economies substantielles liees a la reduction de la 
duree et du cout de I’hospitalisation [22]. Cependant, une 
amelioration de 1’evolution clinique n’a ete demontree 
que dans deux etudes [21, 22] et une diminution de la 
mortality dans une seule [21]. De plus, les avantages d’un 
resultat d’antibiogramme rapide impliquent une verifica- 
tion en temps reel par un microbiologiste responsable et 
une transmission immediate au clinicien [8]. Enfin, des 
resultats rapides et rapidement controles et transmis 
ne sont pas toujours instantanement utilises par les 
praticiens [20]. 

Les indications de la determination des CMI sont limitees. 

Les indications cliniques comprennent essentiellement 
I’endocardite et I’osteomyelite, au cours desquelles les 
CMI peuvent aider le medecin a choisir un antibiotique 
parmi des molecules similaires pour un traitement pro- 
longs [23]. Les indications microbiologiques comprennent 
les quelques antibiotiques pour lesquels la determina- 
tion de la CMI par dilution en bouillon est obligatoire 
parce qu’ils diffusent mal en gelose (ex: colistine) [23]. 

Elies comprennent egalement les bacteries pour les- 
quelles une sensibilite diminuee influence le choix de 
I’antibiotique et les posologies (ex: pneumocoque de 
sensibilite diminuee a la penicilline) et les especes pour 
lesquelles le test par diffusion n’est pas encore calibre 
(ex: Neisseria spp. pour le CASFM/EUCAST) ou pour 
lesquelles il n’existe pas encore de normes specifiques 
(ex: Bacillus spp.). Cependant, les CMI prises en compte 
pour une adaptation fine des posologies aux donnees 
pharmacocinetiques/pharmacodynamiques [24] doivent 
etre determinees par la methode de reference ou, a 
defaut, par Etests si cette methode a ete validee pour 
I’antibiotique considere. 

Les inconvenients des systemes plus ou moins automa- 
tises d’antibiogramme incluent un cout plus eleve pour 
les appareils et les consommables qu’avec la methode 
par diffusion, I’absence de flexibility dans le choix des 
antibiotiques et des bacteries a tester et (’impossibility 
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de visualiser la purete de I’inoculum et les interactions 
antibiotiques evocatrices de mecanismes de resistance 
particuliers [2, 3, 23]. 

L’absence de flexibility dans le choix des antibiotiques 
est un inconvenient relatif et peut meme etre vue comme 
un avantage. En effet, tous les fabricants proposent une 
variete satisfaisante de panels, en moyenne 8 a 9, chacun 
d’une vingtaine d’antibiotiques. Ces panels, restreints 
ou etendus, sont adaptes aux Gram positif (staphylo- 
coques, streptocoques/enterocoques ou pneumocoque) 
et aux Gram negatif (enterobacteries, Pseudomonas/ 
BGN-NF) ainsi qu’aux urines. Sensititre-ThermoFisher 
propose des panels plus varies : panels standards « Cam- 
pylobacter », « Anaerobies» (norme non CE), et panels 
pour les bacteries exigeantes (Haemophilus influenzae 
ou Streptococcus pneumoniae, Streptococcus spp. et 
Mycobacterium spp.). Des panels veterinaires (Sensititre, 
Vitek 2) sont aujourd’hui disponibles. Les antibiotiques 
testes sont pertinents car selectionnes sur la base des 
recommandations des comites d’experts nationaux 
(CASFM/EUCAST en France). Ms evitent aux Biologistes 
un choix aleatoire. Le panel Sensititre MycoTB recemment 
commercialise devrait revolutionner I’antibiogramme des 
mycobacteries du complexe Mycobacterium tubercu- 
losis. En effet, cette microplaque permet de determi- 
ner la CMI des antituberculeux de premiere et de deu- 
xieme ligne, une semaine plus tot qu’avec la methode 
de reference des proportions et sans equipement 
particulier [25]. 

Par contre, la difficulty, voire I’impossibilite de tes- 
ter toutes les bacteries d’interet Clinique capables de 
cultiver dans des conditions standards est une vraie 
limitation des methodes par dilution en bouillon. En 
effet, les bacteries exigeantes poussent irregulierement 
dans les systemes de dilution en bouillon et I’ajout 
de supplements peut troubler le milieu. Quand elles 
poussent, leur faible croissance influence la valeur des 
CMI. Les evaluations des systemes semi-automatises 
pour les bacteries exigeantes sont rares et anciennes 
et la correlation avec les methodes de reference est 
souvent < 90 % [26]. Environ 20 a 40 % des anaerobies 
ne poussent pas dans ces dispositifs. Les microplaques 
les plus recentes ont des performances variables [27]. 
Cette limitation oblige les laboratoires a disposer de 
methodes additionnelles de determination de la CMI, 
methode des disques et/ou Etests. 

En ce qui concerne la purete de I’inoculum, tous les 
fabricants des systemes (semi)automatises d’antibio- 
gramme par dilution en bouillon recommandent de faire 
une «gelose de purete » c’est-a-dire un isolement de 
I’inoculum utilise, pour verifier I’absence de contamina- 
tion. Cependant ce controle, consommateur de temps 
de travail et de reactifs et qui ne donne des resultats 
qu’apres 18 h d’incubation, n’est pas toujours effectue. 
Meme lorsqu’il est realise, il ne permet pas de distin- 
guer 2 souches de meme espece presentant un profil 
de resistance aux antibiotiques different, ou de detecter 
une souche heterogene quant a sa sensibility aux anti- 
biotiques. Si I’inoculum utilise s’avere etre un melange, 
I’examen doit etre entierement recommence, augmentant 
le cout et retardant encore les resultats. 


L’absence de visualisation des interactions antibiotiques 
a ete en partie compensee par I’introduction de tests spe- 
cifiques dans les panels, comme les tests d’induction de 
la resistance a la clindamycine chez les staphylocoques- 
streptocoques et les tests de detection des BLSE chez 
les enterobacteries, avec des succes variables. 

Fff Fiabilite des resultats 

4.1. Considerations generales 
Quel que soit le systeme utilise, la fiabilite des resultats des 
antibiogrammes automatises est, en quelque sorte, garantie 
par la loi. En effet, les dispositifs permettant d’automati- 
ser I’antibiogramme ne peuvent etre commercialises en 
Europe que s’ils satisfont a la norme ISO 20776-2:2007 
etablie par V« International Organization for Standardization » 
(Geneve, Suisse). Cet organisme a developpe une methode 
de reference de determination de la CMI par microdilution 
en bouillon proche de celle preconisee aux Etats-Unis et 
a adopte des criteres de performances acceptables voi- 
sins. Chaque nouveau systeme doit faire I’objet d’etudes 
multicentriques montrant qu’il est au moins equivalent 
aux systemes preexistants. Le niveau de performance 
exige pour chaque couple bacterie-antibiotique est un EA 
(CMI identique a celle determinee par la methode de refe- 
rence ± 1 dilution) et un CA (meme categorisation S/l/R 
que la methode de reference) > 90 %, avec < 3 % de «very 
major discrepancies » (VMD: nombre de souches fausse- 
ment sensibles/nombre de souches resistantes testees x 
100) ou de « major discrepancies » (MD: nombre de souches 
faussement resistantes/nombre de souches sensibles tes- 
tees x 100) et < 7 % de MD et de « minor discrepancies » 
(discordances impliquant la categorie l/nombre total de 
souches x 100). Toute combinaison bacterie-antibiotique 
ne repondant pas a ces normes doit etre signalee par le 
fabricant comme une limitation de son systeme avec la 
recommandation d’utiliser une autre methode. Des limita- 
tions additionnelles doivent figurer dans les caracteristiques 
du systeme si revaluation n’a pas inclus un nombre signifi- 
cant de bacteries resistantes, a montre une reproductibilite 
insuffisante (< 95 %) ou un nombre trop eleve d’absence 
de croissance pour un groupe bacterien donne (> 10 %). 
II est important de consulter attentivement les documents 
fournis par les fabricants d’automates pour bien connaitre 
les limitations de leurs appareils. Les criteres definissant 
les categories S/l/R doivent etre ceux recommandes par 
le comite d’experts national. Si ces criteres changent, les 
fabricants doivent realiser une nouvelle etude comparative 
et, si les performances de I’appareil sont affectees par les 
nouvelles valeurs critiques, une nouvelle validation doit 
etre effectuee [8]. 

4.2 - Variations suivant les systemes (tableau ill) 

Les gammes Sensititre et MicroScan proposent des 
produits directement adaptes de la methode de determi- 
nation de la CMI par microdilution en bouillon, aujourd’hui 
consideree comme la reference. Ms ont done de grandes 
chances de donner des resultats concordants avec les 
valeurs attendues. Des les premiers essais des micro- 
plaques pretes a I’emploi, il s’est avere qu’elles etaient plus 
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reproductibles que les microplaques « maison », demontrant 
I’interet de la standardisation. L’utilisation de substrats 
fluorogeniques avait pour objectif de rendre la lecture de 
I’antibiogramme plus rapide, mais les resultats n’ont pas 
ete concluants. Par contre, la concordance entre les CMI 
determinees visuellement et automatiquement apres 1 8 h 
d’incubation etait excellente. Aujourd’hui, ces systemes 
determinent la CMI par une lecture directe, visuelle ou 
photometrique, de la croissance bacterienne, apres une 
incubation standard de 16-18 h. 

Le Phoenix s’eloigne davantage de la methode de refe- 
rence. II determine la CMI par une lecture indirecte, colo- 
rimetrique, de la croissance bacterienne, apres une incu- 
bation plus courte que I’incubation standard. Neanmoins 
le Phoenix, comme les systemes Sensititre et MicroScan, 
determine la CMI directement par lecture de la croissance 
ou de I’absence de croissance dans les puits de micro- 
plaques contenant des dilutions seriees d’antibiotiques. 
Par ailleurs, la banque de donnees des systemes experts 
de ces automates est avant tout constitute par les regies 
d’interpretation des comites d’experts nationaux qui sont 
rigoureusement appliquees (sauf « customisation » par le 
biologiste, ce qui demande une certaine expertise. . .). Des 
donnees additionnelles permettent d’identifier des pheno- 
types de resistance plus ou moins exactement. 
Contrairement aux systemes precedents, le Vitek 2 ne deter- 
mine pas directement la CMI par une lecture de la croissance 
bacterienne, mais les calcule grace a un algorithme base 
sur la vitesse de croissance en I’absence d’antibiotique et 
en presence de concentrations d’epreuve, apres une incu- 
bation tres courte. Ce systeme est done particulierement 
sensible aux differents parametres de la determination de 
la CMI, notamment la densite de I’inoculum. Les cartes 
de I’appareil ne permettent pas un controle visuel de la 
croissance bacterienne, contrairement aux microplaques 
des autres systemes. Les changements de concentra- 
tions critiques demandent une mise au point complexe, et 
sont souvent mis en place avec retard. Enfin, le systeme 
expert du Vitek 2 est tres different de celui des automates 
precedents. La banque de donnees est une compilation 
de dizaines de milliers de CMI de multiples antibiotiques 
pour des especes variees presentant des mecanismes 
de resistance divers, issues de differentes sources. Le 
systeme expert effectue d’abord une validation biologique 
(coherence des CMI obtenues avec le phenotype identifie 
par le systeme pour I’espece consideree), a la suite de 
quoi il peut proposer des modifications d’interpretation 
voire de CMI, s’il y a un petit nombre de discordances, ou 
de re-tester la souche si le nombre de discordances est 
eleve par rapport au phenotype attendu. Puis il effectue 
une validation therapeutique comme les autres systemes 
experts. Un ou plusieurs phenotypes peuvent etre pro- 
poses, impliquant des tests complementaires pour lever 
toute ambiguite, ce qui est consommateur de temps de 
travail et de reactifs et retarde les resultats. 

4.3. Variations suivant les bacteries 

Globalement, les automates a antibiogramme sont fiables 
pour Staphylococcus aureus et les enterobacteries, mais 
pas pour Pseudomonas aeruginosa et les Acinetobacter 
spp. [3]. La performance des systemes experts devrait etre 


sensiblement amelioree pour les staphylocoques a coagu- 
lase negative et les enterocoques par une identification au 
stade de I’espece plus exacte, grace a la spectrometrie de 
masse. Cependant, la detection de certains mecanismes de 
resistance reste problematique pourtoutes les methodes 
d’antibiogramme. II s’agit principalement de resistances 
a bas niveau, qui donnent des CMI proches de celles 
des souches sauvages et des concentrations critiques 
(methicillino-resistance tres heterogene des staphylo- 
coques, sensibilite diminuee aux glycopeptides, linezolide 
et daptomycine pour les staphylocoques-enterocoques, 
ertapeneme pour les enterobacteries). Les mecanismes 
entraTnant des phenotypes de resistance voisins et/ou le 
cumul de mecanismes de resistance rend difficile I’inference 
du genotype (enterobacteries productrices de BLSE et/ou 
de cephalosporinases a haut niveau, voire de carbape- 
nemases, eventuellement associees a une diminution de 
permeabilite). Le cotrimoxazole donne regulierement une 
croissance trainante et une culture inhomogene. Les resis- 
tances inductibles tendent a donner des CMI dispersees 
(penicillinase des staphylocoques), et s’expriment apres un 
temps de latence qui peut poser probleme aux systemes 
« rapides » (resistance inductible a la clindamycine) [3]. Les 
microplaques sont utilisables pour les streptocoques mais 
des difficultes sont rencontrees avec les p-lactamines et 
les macrolides. Les tests phenotypiques de confirmation 
recommandes par le CASFM/EUCAST doivent etre mis 
en oeuvre au moindre doute. 

3 Conclusions et perspectives 

L’automatisation de I’antibiogramme a pris des formes 
multiples. Les dispositifs, les systemes et les panels dis- 
ponibles sont en evolution constante, en reponse aux 
problemes emergents et grace aux nouvelles technolo- 
gies. Les systemes (semi)automatises d’antibiogramme 
ameliorent indiscutablement le flux de travail et la qualite 
des resultats. Les resultats obtenus pour les bacteries les 
plus couramment isolees en clinique sont globalement 
satisfaisants. Neanmoins, I’expertise des Biologistes reste 
indispensable pour controler les mecanismes de resistance 
de detection difficile. 

Des developpements tres importants sont a venir. L’antibio- 
gramme direct par inoculation de bouillons d’hemocultures 
positifs dans des automates n’est pas encore realise. Mais 
I’antibiogramme par des automates a courte duree d’incuba- 
tion, couple a une identification par le MALDI-TOF, avec des 
bacteries collectees a partir d’hemocultures positives par 
des methodes variees permet deja d’obtenir des resultats 
en moins de 24 h [28]. Les techniques genotypiques rapides 
de detection de mecanismes de resistance, notamment la 
PCR quantitative en temps reel, se sont multiplies [29]. 

Ces techniques ne peuvent pas remplacer I’antibiogramme 
dans la mesure ou elles ne predisent pas la CMI conferee ; 
de plus, elles ne permettent pas de detecter les nouveaux 
genes de resistance. Par contre, elles sont un complement 
tres utile a I’antibiogramme, en remplacement des tests 
phenotypiques de confirmation qui demandent 24 h. Les 
appareils qui realisent ces tests pourraient a I’avenir etre 
connectes au SIL [30]. La spectrometrie de masse, deja 
associee aux automates a antibiogramme, a ete appliquee 
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experimentalement a la detection des mecanismes de 
resistance. Les techniques utilisees pourraient faire I’objet 
d’une commercialisation prochaine [29] 

Actuellement, les fabricants d’automates a antibiogramme, 
qui commercialisent souvent d’autres appareils utilises 
en bacteriologie, proposent des composants Middleware 
permettant leur gestion integree [30]. Ainsi, le logiciel SIR 
WEB de i2a (Sirscan) permet de gerer a distance non 
seulement les lecteurs d’antibiogramme par diffusion de 
type SirSCAN 2000, mais aussi I’automate a coloration 
des lames RAL Stainer, I’analyseur automatise de cytologie 
urinaire UriSed et I’automate a hemocultures VersaTREK, 
I’ensemenceur Prelud, I’incubateur-lecteur Maestro, le 
systeme d’identification biochimique (SirSCAN micro et 
galeries Sirscan microlD) et le spectrometre de masse 
(Maldi-TOF Biotyper). De meme, le nouveau logiciel High- 
FlexX de MicroScan permet la connexion en reseau des 
differents postes de travail du meme laboratoire et la 
connexion non seulement au SIL mais au Bruker MALDI 
Biotyper, a des lecteurs d’antibiogramme par diffusion et 
a des logiciels d’epidemiologie varies. Le Copan WASP 
Specimen Processor apporte une solution globale pour 
la gestion preanalytique des echantillons: inoculation, 
isolement, coloration de Gram et inoculation en bouillon. 
Le WASP est congu comme une plate-forme ouverte 
modulaire pour I’ajout continu de nouvelles fonctionnalites 
et capacites, fournissant aux laboratoires les moyens de 
s’adapter facilement a revolution des besoins dans le futur. 
Avec le Phoenix, des postes de travail individuals equipes 
avec le logiciel de gestion des donnees BD Epicenter, 
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permettent a chaque technicien d’imprinner des codes- 
barres sur les cartes, optimisant le flux de travail. Les 
resultats peuvent etre finalises au niveau du Phoenix, du 
logiciel BD Epicenter ou du SIL. Le BD Epicenter permet 
de generer des rapports a partir des informations pro- 
venant de multiples instruments (Phoenix, MALDI-TOF 
Bruker, automate a hemocultures BACTEC MGIT 960). 
Le logiciel BD Epicenter dispose aussi d’une interface 
bidirectionnelle avec le SIL qui permet I’analyse par le 
systeme BDXpert des resultats manuels independants 
du Phoenix [8]. Avec le Vitek 2, Le flux de travail des gros 
laboratoires peut etre optimise en plagant des « Smart 
Carrier Station » a plusieurs postes. Le logiciel Myla a 
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du laboratoire » de bacteriologie. 
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Avantages et limites des differents systemes 
d’automatisation en bacteriologie 
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Resume 


Les laboratoires de diagnostic moleculaire et de serologie ont ete auto- 
matisms depuis de nombreuses annees. Aujourd’hui, la bacteriologie entre 
egalement dans I’ere de I’automatisation grace a de nouvelles solutions IT, 
grace a I’usage de milieux liquides pour les frottis, et grace a la disponibilite 
du MALDI-TOF pour I’identification bacterienne. Cette automatisation des 
laboratoires diagnostiques ameliore I’efficience, reduit les couts et peut 
aussi reduire a terme le temps de rendu des resultats par une detection 
precoce de la croissance des colonies a I’aide de nouveaux algorithmes 
de detection de leur croissance. Cependant, pour tirer pleinement parti 
des avantages des solutions automatisees, il ne faut pas envisager une 
simple robotisation des activites humaines, mais reorganiser de maniere 
globale les procedures et le workflow. Ainsi, I’automatisation pourra reduire 
les delais de rendu de resultats et ameliorer significativement la qualite 
avec un benefice escompte sur les soins aux patients. 

Automate - bacteriologie diagnostique- 
ensemencement - incubation intelligente - telebacteriologie. 


El Introduction 


Pres de 70 % des decisions medicales se basent sur 
des resultats de laboratoire [1 , 2]. Ce taux est egalement 
valable pour les resultats provenant des laboratoires 
de bacteriologie. En effet sous la pression economique 
croissante, seules les analyses ayant une valeur ajoutee 
evidente sont actuellement realisees dans les laboratoires 
de microbiologie medicale modernes. Ainsi, parexemple, a 
Lausanne, nous avons recemment abandonne les cultures 
en routine des frottis vaginaux qui revelaient tres sou- 
vent une flore physiologique, pour limiter les cultures 
aux echantillons presentant un examen microscopique 
inhabituel ou provenant de patientes avec une situation 
clinique particuliere. Cette strategie a permis de reduire 
de 97 % les cultures des frottis vaginaux. 
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Summary 

Advantages and limitations of various bacteriological 
automation systems 

Molecular diagnosis and serology laboratories have 
been automated since several years. Today, culture- 
based bacteriology is moving towards automation 
thank to improved midlleware, to new IT solutions, to 
the use of liquid media for swabs and to availability 
of MALDI-TOF identification. This automation of 
diagnostic laboratories will improve the efficiency, 
will reduce the costs, and may also reduce the time 
to results thank to earlier detection of colonial growth, 
by using novel detection algorithm. However, to be 
fully beneficial, automation should not only rely on 
a robotisation of human tasks, but should on the 
contrary be considered as a unique opportunity to 
fully re-organize the laboratory workflow with well (re) 
defined lean management processes. This reduced 
time to results and improved quality should ultimately 
benefit to patients care. 

Automation - molecular diagnosis - sowing - 
intelligent incubation - telebacteriology 
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Parmi les analyses ayant une valeur ajoutee tres impor- 
tante, mentionnons I’analyse des hemocultures positives. 
Ainsi lors d’hemocultures positives a bacille Gram negatif, 
20 % environ des examens de Gram effectues immedia- 
tement sur un culot du bouillon d’hemocultures positives 
vont influencer I’antibiotherapie donnee et pres de 35 % 
des resultats de spectrometrie de masse (MALDI-TOF) 
auront un impact sur une decision d’elargissement ou de 
reduction du spectre des antibiotiques utilises pour traiter 
le patient [3]. De plus, meme si I’examen de Gram et le 
MALDI-TOF n’ont pas un impact direct sur le traitement 
antibiotique, les analyses de la sensibilite aux antibiotiques 
faites ulterieurement auront egalement un impact sur les 
decisions therapeutiques, permettant de reduire encore 
le spectre antibiotique dans une tranche d’environ 20 % 
des cas. Enfin, dans cet exemple extreme qui est I’hemo- 
culture positive, meme si I’identification microbienne par 
examen de Gram et ou MALDI-TOF ainsi que la sensibi- 
lite aux antibiotiques n’ont pas un impact direct sur une 
decision medicale, ces resultats peuvent modifier la prise 
en charge du patient par la nature du germe identifie. 
A titre d’exemple, I’identification d’un streptocoque 
Streptococcus gallolyticus dans les hemocultures va inci- 
ter le clinicien a rechercher une tumeur colique en raison 
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de I’association qui existe entre I’espece S. gallolyticus 
(anciennement S. bovis) et les tumeurs digestives [4]. 
De meme, la duree de I’antibiotherapie dans une bacte- 
riemie isolee est dependante de I’identification du germe 
et une prolongation du traitement pour 14 jours au total 
est generalement recommandee pour des bacteriemies 
a Staphylococcus aureus et a Pseudomonas sp, alors 
qu’un urosepsis non-compliquee a Escherichia coli sera 
generalement traitee pour une duree inferieure. 

En resume, les tests diagnostics peuvent avoir un impact 
majeur sur la sante et la prise en charge des patients et 
dans ce contexte, il est essentiel de viser une amelioration 
qualitative et de la coupler a un certain degre d’automati- 
sation, afin de repondre a la demande toujours croissante 
du nombre d’echantillons a traiter. Cette demande accrue 
de tests ne peut etre contenue meme avec une strategie 
d’arret des prestations a faible valeur ajoutee discutee ci- 
dessus (culture des frottis vaginaux). En effet son origine 
est multifactorielle et est la consequence par exemple a 
Lausanne, notamment des facteurs suivants: 
I’accroissement du nombre de lits sur la cite hospitaliere 
(environ 4 % par an), 

I’offre accrue en termes de tests diagnostiques (> 90 PCRs 
differentes en 2016 proposees a Lausanne contre une 
dizaine en 2005 [5]), 

• le nombre croissant de patients recevant des immuno- 
suppresseurs et/ou des traitements induisant des neu- 
tropenies (transplants de moelle osseuse ou d’organes 
solides, patients avec connectivites et/ou maladies inflam- 
matoires, agranulocytose et immunomodulation dans le 
cadre de therapies anti-cancereuses). 

Dans de nombreux laboratoires de microbiologie, les limita- 
tions de budget et la reduction en personnel sont des defis 
importants. L’automatisation parart une solution ideale pour 
faire face a ces defis, puisqu’elle permet d’absorber plus 
facilement le nombre croissant de demandes en mainte- 
nant une excellente qualite et en augmentant I’efficience 
et la productivity de nos laboratoires. 

Cette automatisation a ete effectuee depuis de nom- 
breuses annees en chimie clinique, en hematologie et 
plus recemment en biologie moleculaire [5]. Cependant, 
la microbiologie a ete longtemps consideree comme etant 
trop complexe et avec des volumes trop petits pour etre 
automatisee. L’avenement de nouvelles technologies tel que 
le MALDI-TOF, qui aujourd’hui permet d’identifier plus de 
95 % des bacteries isolees a partir d’echantillons cliniques 
[6], permet d’envisager plus sereinement un laboratoire 
entierement automatise. De plus, la disponibilite de milieux 
de transport liquide pour les frottis (par exemple ESwab 
commercialises par Copan) est un autre facteur important 
ayant permis le developpement de I’ensemencement auto- 
matise puisque les robots sont congus pour pipetter des 
echantillons liquides [7]. Enfin, les contraintes budgetaires 
ont amene a une consolidation des petits laboratoires en 
des consortiums de laboratoires plus importants pouvant 
traiter de plus grands volumes d’echantillons et rendant 
I’automatisation egalement necessaire dans le domaine 
de la microbiologie. 


L’automatisation en bacteriologie se developpe mainte- 
nant rapidement. Les premiers progres ont ete de connecter 
de maniere bi-directionnelle plusieurs systemes automatises 
individuels (Identification par MALDI-TOF, identification 
automatisee et sensibilite aux antibiotiques automati- 
see de type Vitek® (Bio-Merieux) et Phoenix® (Becton 
Dickinson)) via le systeme informatique de laboratoire 
(LIS) ou par I’intermediaire de « middleware ». De plus, 
les systemes de detection de culture utilises par exemple 
pour les mycobacteries ou plus largement pour les 
hemocultures, sont egalement des systemes automati- 
ses precieux pour le laboratoire de bacteriologie qui ont 
permis un accroissement de la qualite et une reduction 
du temps jusqu’a I’obtention du resultat. Cependant 
pour I’instant, ces systemes sont des automates dedies, 
et non inclus dans le flux global des echantillons de 
bacteriologie. Le laboratoire automatise est un systeme 
incluant les automates d’ensemencement, les incuba- 
teurs intelligents, I’imagerie digitalisee des geloses et 
la telebacteriologie qui grace a une interface informa- 
tique performante permet une approche integree des 
differentes etapes avec un gain d’efficience [8, 9]. Nous 
estimons ce gain pour notre laboratoire a 2.4 EPTs sur 
un total de 1 7 EPTs actuels [1 0]. De plus, le prelevement 
automatise des colonies, la preparation de plaques pour 
I’identification par MALDI-TOF et la preparation auto- 
matisee de suspensions bacteriennes pour les tests de 
sensibilite aux antibiotiques, vont completer la gamme 
disponible actuellement et totalement revolutionner la 
prise en charge des echantillons dans les laboratoires 
de microbiologie diagnostique. 

3 Les systemes automatises 
disponibles sur le marche 
actuellement 

Suite a I’arret du developpement du laboratoire entiere- 
ment automatise (FMLE®) couple a son systeme d’ense- 
mencement (Previ-lsola) initialement propose par bio- 
Merieux, seuls deux producteurs majeurs, BD Kiestra 
et Copan, se partagent le marche de I’automatisation 
actuellement. Ces deux industriels proposent chacun 
un systeme d’ensemencement (InoquIA et WASP) et un 
systeme d’automatisation partiel (WCA et WASPLab) du 
laboratoire de bacteriologie (figure 1). Par ailleurs, BD- 
Kiestra propose egalement une constellation d’automates 
entierement connectes (TLA). Aujourd’hui, en 2016, ces 
systemes ont ete installes dans plus d’une centaine de 
laboratoires de par le monde. Base sur ces experiences 
preliminaires, il est utile de definir les points essentiels 
qui pourront guider I’utilisateur dans le choix d’un ense- 
menceur ou d’un systeme entierement automatise le plus 
approprie pour son laboratoire. 

3 Les ensemenceurs automatises 

Recemment, nous avons publie deux articles sur le 
theme de comment choisir son ensemenceur [7, 10]. 
Dans ces articles, nous avons identifie principalement 
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Figure 1 - Niveaux d’automatisation en bacteriologie. 



Ensemencement 

Automatisation partielle 

Automatisation complete 

InoqulA 

Work Cell Automation (WCA) 

Total Lab Automation (TLA) 

©BD - 

+ rr-fcJSL . 


WASP 

WASPLab 




Differents niveaux d’automatisation sont disponibles, de I’ensemencement a I’automatisation partielle et complete. Les deux fabricants BD Kiestra et Copan proposent 
des systemes d’automatisation partiels (WCA et WASPLab). Une solution d’automatisation complete n’est proposee que par BD Kiestra (TLA). 

Figure adaptee de Croxatto et al. [10]. 


5 parametres importants qui permettent de guider le 
choix de I’ensemenceur automatise et qui sont listes 
dans le tableau 1. Parmi ces differents criteres, certains 
elements sont evidemment indispensables tels que I’ouver- 
ture et la fermeture automatisee des echantillons, rendant 
caduque I’utilisation de certains automates de 1 re genera- 
tion. D’autres elements doivent etre ponderes de maniere 


Tableau 1 - Cinq criteres principaux permettant 
de choisir son ensemenceur automatise. 

Criteres 

Commentaires 

Etat du marche 

InoqulA (BD-Kiestra) 
Previ-isola (Bio-Merieux) 
Wasp (Copan) 

Prelud (12 A) 

Autoplak (NTE healthcare) 

Donnees techniques 

Capacites, debit, technologie, 
maintenance 

Flux de travail 
des ensemenceurs 

Travail en continu 
Travail en batch 

Performance 
et impacts attendus 

Taille du laboratoire 
Type d’institution (universitaire ou non) 
Type de patients 
Type d’echantillons 

Analyse des flux 
et des specificites 
de laboratoire 

Compatibilite avec les systemes existants 
Budget et capacite de reorganisation 
Surface de laboratoires disponibles 


plus ou moins significative selon les priorites du laboratoire 
et la diversity d’echantillons traites. Cependant, quel que 
soit I’automate, le benefice pour le laboratoire est evident 
en termes de quality et d’economie de personnel. Ainsi, a 
Lausanne, suite a I’acquisition d’un WASP et a I’introduction 
de 2 MALDI-TOFs, nous avons pu accroitre significativement 
la productivity de notre laboratoire (figure 2). Cependant, 
le gain EPT (gain en equivalent plein-temps) correspondent 
a un technicien en analyses biomedicales n’a ete effectif 
que 12 mois apres la livraison du WASP car une periode 
de formation et d’adaptation est necessaire avant d’avoir 
le rendement escompte. Outre ce gain d’efficience, les 
incubateurs automatises permettent d’accroTtre un gain 
qualitatif majeur par rapport aux methodes manuelles 
notamment en augmentant le nombre de colonies isolees, 
permettant d’accroitre le nombre de pathogenes identifies 
et de reduire le temps d’obtention des resultats en evitant 
des sous-cultures pour isoler les differents agents micro- 
biens cultives [11, 12, 13]. 

El Les incubateurs intelligents 

Afin d’avoir une bacteriologie entierement automati- 
see, il est important de disposer, au sein de la chaine 
automatisee, d’une grande capacity de stockage des 
plaques permettant leur incubation dans une atmos- 
phere appropriee et a une temperature definie. Chaque 
plaque stockee individuellement doit etre rapidement 
disponible pour suivre la croissance par imagerie et pour 
pouvoir redistribuer cette gelose chaque fois que des tests 
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Figure 2 - Augmentation du volume analytique et de la productivity du laboratoire. 
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(A) Une augmentation constante du volume d’echantillons a ete observee entre 2010 et 2014 (2015) au laboratoire de bacteriologie du CHUV, Lausanne. (B) 
L’absorption de cette augmentation n’a pu etre realisee qu’en augmentant la productivity du laboratoire (Points techniques / EPT) sans engagement significatif 
d’EPT supplementaire, grace notamment a I’introduction de 2 MALDI-TOFs (en 2009 et en 2012) et d’un systeme d’ensemencement automatise (WASP en 
2011). 


complementaires sont souhaites, tels que I’identification 
par MALDI-TOF, la sensibilite aux antibiotiques ou des 
tests biochimiques eventuels. Les incubateurs intelli- 
gents devraient (i) augmenter la qualite et la rapidite de 
croissance des bacteries grace a une temperature plus 
uniforme et plus constante (ii), ameliorer la tragabilite a 
I’aide de barres-codes et d’un systeme d’indexation et 
enfin ce type de gestion des plaques devrait (iii) ame- 
liorer la securite au laboratoire en evitant la chute de 
plaques pouvant liberer des spores de champignons ou 
des aerosols de bacteries diverses. Les differents incu- 


bateurs intelligents disponibles sont tous associes a un 
systeme d’imagerie automatise (cf ci-dessous) afin de 
pouvoir effectuer une lecture digitalisee des geloses sur 
ecran. Differents systemes robotiques ou conceptions 
technologiques sont utilises [1 0] pouvant definir des flux 
de plaques et des priorites de taches differentes. Selon 
les systemes automatises, la variete des echantillons, les 
protocoles d’ensemencement et d’incubation ainsi que 
I’organisation du laboratoire autour du systeme automatise, 
les priorites des taches de prise d’image, de chargement 
et de dechargement peuvent varies afin d’optimiser le flux 
analytique. Ainsi a titre d’exemple, BD- 
Kiestra suggere de definir les degres 
de priorites de la fagon suivante: 
(1) imagerie des geloses (2) dechar- 
gement des geloses positives pour 
effectuer des tests complementaires, 
(3) chargement des geloses ense- 
mencees et (4) dechargement des 
geloses negatives destinees a etre 
jetees. Cependant, ces priorites 
peuvent etre modifiees et adaptees 
en fonction des flux du laboratoire. 
Le tableau 2 resume certaines carac- 
teristiques importantes pouvant 
influencer le flux des plaques et qui 
sont a prendre en consideration lors 
du choix d’incubateurs intelligents. 


Tableau 2 - Comparaison entre les systemes automatises 
commercialises par BD-Kiestra et par Copan. 

Caracteristiques 

BD-Kiestra 

Copan 

Capacite 

1 152 plaques 

882-1 764 plaques 

Chargement des plaques 

600 plaques/heure 

360 plaques/heure 

Dechargement des plaques 

600 plaques/heure 

250 plaques/heure 

Chargement + imagerie des plaques 

300 plaques/heure 

250 plaques/heure 

Dechargement + imagerie + chargement 
des plaques 

(plaques incubees dans les incubateurs 
automatises) 

150 plaques/heure 

120 plaques/heure 

Chargement + imagerie + dechargement 
des plaques 

(plaques incubees dans des incubateurs 
externes) 

163 plaques/heure 

1 00 plaques/heure 


64 //Revue Francophone des Laboratoires - Mai 2016 - n°482 






AUTOMATISATION DU LABORATOIRE DE BACTERIOLOGIE 


3 Imagerie digitalisee 

L’imagerie digitalisee est une des grandes valeurs ajou- 
tees du systeme automatise en bacteriologie. II existe 
differents types de cameras selon les systemes avec des 
capacites differentes, notamment en termes de resolu- 
tion etant respectivement de 48 Mp (megapixels) pour 
le systeme WaspLab et de 5 Mp pour les systemes de 
BD-Kiestra. Si la qualite des images est actuellement 
clairement superieure avec le systeme WASPLab, la 
taille importante des fichiers de donnees accumulees 
devant etre gere par le laboratoire questionne I’utilite 
d’une qualite d’image si importante pour une lecture de 
routine. Les differents systemes disponibles actuelle- 
ment proposent differentes sources de lumiere (dessus, 
dessous, de cote), afin (1) d’optimiser I’observation phe- 
notypique des colonies (hemolyse, couleur, taille...) et 
(2) de fournir les conditions d’imagerie necessaire pour 
le developpement d’algorithme de traitement d’image 
(optimisation du contraste et du signal par rapport au 
bruit de fond) permettant par exemple de detecter des 
colonies difficilement visibles a I’ceil nu. 

Ces images digitalisees autorisent une visualisation a dis- 
tance sur des ecrans dedies, action generalement appelee 
« telebacteriologie”. La telebacteriologie permet au per- 
sonnel technique implique dans la lecture des geloses de 
travailler dans un endroit calme, loin des odeurs et des 
agitations du laboratoire. Cet environnement protege reduit 
la penibilite du travail et accroTt la productivity. Cette lecture 
peut etre facilitee par une lecture de depistage automa- 
tise. Ainsi par exemple, les geloses steriles peuvent etre 
rendues sur simple validation du depistage automatise, 
voire a terme sans le moindre controle complementaire. 
Dans un laboratoire tel que le notre ou 2000 geloses sont 
lues quotidiennement avec pres de 30 % de steriles, ce 
type d’option d’une lecture et validation automatisees 
des geloses steriles peut permettre un gain d’efficience 
du laboratoire. D’autre part, les urines constituent plus de 
20 % des echantillons dans la plupart des laboratoires. 
II est probable que dans un futur proche, une detection 
automatisee des germes les plus frequents, tel qu’Esche- 
richia coli, puisse etre implementee, permettant un gain 
de productivity supplemental pour le laboratoire. Bien 
entendu, ces lectures automatisees vont bien au-dela de 
I’imagerie dite digitalisee et de la telebacteriologie mais 
necessitent une solution informatique globale et rendent 
compte de I’importance de la qualite des logiciels pro- 
poses [14]. Ces logiciels doivent done etre parfaitement 
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connectes au LIS (systeme d’information du laboratoire) 
et adaptes aux divers automates constituant la chaine 
d’automatisation afin que cette derniere puisse etre utili- 
see de fagon optimale. 

3 Conclusion 

L’automatisation de la bacteriologie est actuellement dis- 
ponible pour trois etapes importantes du flux analytique 
microbiologique, I’ensemencement, I’incubation et la lecture 
(imagerie). Le choix des appareils est complexe et doit tenir 
compte non seulement de la phase d’inoculation [7], mais 
egalement des incubateurs automatises, des systemes 
d’imagerie et des logiciels associes [10]. L’automatisation 
devrait permettre une productivity accrue en ameliorant 
le flux de travail du laboratoire mais egalement en aug- 
mentant significativement la qualite et la productivity des 
etapes d’ensemencement et d’incubation. Globalement, 
I’automatisation devrait amener a une reduction du temps 
d’obtention des resultats et a une meilleure tragabilite [1 5]. 
Enfin, en reduisant les taches repetitives et fastidieuses 
telles que I’inoculation et la gestion des plaques, un temps 
additionnel pour des taches a valeurs ajoutees pourrait 
etre recupere [16]. 

Cependant ces avantages theoriques de I’automatisation 
peuvent etre annihiles si le laboratoire ne se reorganise pas 
et ne s’adapte pas au systeme automatise [1 7]. Parmi les 
desavantages pressentis de I’automatisation mentionnons 
la perte d’expertise notamment concernant la detection 
de caracteristiques phenotypiques comme I’odeur des 
souches (odeur de beurre de S. milleri ou odeur de bonbons 
acidules de P. aeruginosa) et la consistance des colonies. 
Enfin, il est essentiel d’avoir une solution de « back-up » en 
cas d’arret du systeme automatise et dans cette optique, 
une maintenance reguliere est essentielle. Son cout annuel, 
de I’ordre de 5 a 1 0 % du prix d’achat, doit etre considere 
d’emblee dans le budget. 

En conclusion, I’automatisation de la microbiologie permet 
d’accroitre I’efficience, de reduire le temps necessaire a 
obtenir des resultats (detection de colonies, identification 
et sensibility aux antibiotiques) et d’apporter un gain de 
qualite qui devrait se traduire par des benefices indirects 
pour les patients. 
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Impact de I’automatisation sur I’organisation 
d’un laboratoire de bacteriologie 


Marie Laure Joly Guillou 3 


Resume 


Au cours des 30 dernieres annees, le fonctionnement des laboratoires de 
bacteriologie a considerablement evolue. Nous sommes passes d’une 
discipline artisanale et manuelle a une discipline partiellement automatisee 
pour arriver a court terme a une automatisation globale. Ce changement 
provoque de nombreuses transformations dans la conception du metier 
de bacteriologiste. Les techniques comme la biologie moleculaire ou la 
spectrometrie de masse ont largement contribue a ce changement. Les 
techniciens et biologistes doivent se reinventer un nouveau metier face a 
ce challenge du troisieme millenaire. La specificite du metier ne doit pas 
disparaitre au sein de I’ensemble des plateaux techniques totalement 
automatises de la biologie d’aujourd’hui. L’ expertise tant technique que 
biologique doit rester presente tant pour le benefice du patient que pour le 
dialogue avec les cliniciens et le bacteriologiste doit continuer a rester un 
acteur incontournable de la prise en charge des pathologies infectieuses. 

Automatisation - automation - evolution - microbiologie - organisation. 


El Introduction 


L’idee que la microbiologie est une discipline trop com- 
plexe pour etre automatisee et qu’aucune machine ne peut 
remplacer I’homme dans ce domaine est bien revolue. 
L’automatisation de la bacteriologie n’est plus un mythe. 
Depuis les annees 80 qui ont vu les premiers automates 
arriver sur le marche, le fonctionnement de la bacteriologie 
a considerablement evolue. Toutefois, un des caracteres 
particuliers de ces automates est de ne remplir qu’une 
fonction partielle de I’analyse pour laquelle ils sont des- 
tines. Ainsi, I’automate d’hemoculture reste encore un 
appareil d’incubation et de depistage de flacons positifs 
(par mesure du degagement de C0 2 par les bacteries). II 
reste a la charge des techniciens, la realisation de I’analyse 
bacteriologique du bouillon contenu dans le flacon (mise 
en culture sur gelose, identification et antibiogramme). II 
en est ainsi pour la plupart des automates, meme si au 
cours du temps leur ergonomie et leur technicite se sont 
largement ameliorees [1,2,3]. Considerons aujourd’hui la 
photographie d’un laboratoire de bacteriologie Clinique 
en France (figure 1). Elle nous montre une alternance 
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Summary 

Impact of automatization on organization in a 
clinical microbiology laboratory 

In the last 30 years, the functioning of bacteriologi- 
cal laboratories has evolved considerably. We have 
moved from a craft activity to a discipline manual 
and partially automated to achieve in a short term 
to an overall automatization. This change causes 
many disturbances in the design of the bacteriolo- 
gist work. Techniques such as molecular biology and 
mass spectrometry have contributed to this change. 
Technicians and biologist have to reinvent themselves 
a new profession in front of the challenge of the third 
millesnnium. The specificity of this profession shall not 
disappear within all the biology technical platforms 
fully automated today. The expertise both techni- 
cal and biological must remain present both for the 
benefit of the patient and for the dialogue between 
clinicians and bacteriologists. The bacteriologists must 
continue to remain a key player in the management 
of infectious diseases. 

Automatization - automation - evolution - 
microbiology - organization. 
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d’automates et de postes de travail manuel. Aux cotes 
des automates d’hemocultures, on compte aujourd’hui 
des appareils de coloration de Gram, des ensemenceurs, 
des cytometres de flux destines a la cytologie urinaire, des 
spectrometres de masse destines a I’identification bacte- 
rienne, des automates d’antibiogramme et d’identification 
biochimique bacterienne en milieu liquide, des cameras de 
lecture automatique des antibiogrammes en milieu solide 
et tout I’arsenal de biologie moleculaire qui s’est developpe 
parallelement ces dernieres annees (PCR, Extracteurs, 
sequenceurs...) [4]. Les techniciens assurent toujours 
une activite manuelle qui fait le lien entre les differentes 
etapes. Chaque automate peut etre relie au Systeme de 
gestion de laboratoire (SGL) et certains peuvent etre relies 
entre eux, mais I’ensemble ne constitue pas une chaine 
complete. Cependant, en 201 5, la chaine d’automatisation 
complete existe et commence tout juste a s’implanter dans 
de rares laboratoires privilegies. Son cout est aujourd’hui 
tres eleve et cela prendra encore quelques annees avant 
qu’elle ne fasse partie du paysage microbiologique. [5,6]. 
Cette evolution a entraine et entraine encore de profondes 
modifications dans I’organisation d’un laboratoire avec ce 
que cela implique d’adhesion ou de reticences autour des 
projets d’automatisation dans une discipline qui pronait le 
savoir-faire de la prise en charge manuelle des analyses 
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bacteriologique comme un veritable art. Ce changement 
passe done par une acceptation et un apprentissage de la 
prise en charge des automates ainsi qu’une reorganisation 
des taches de chacun en fonction du positionnement de 
ces appareils au sein du laboratoire. Au troisieme millenaire, 
I’automatisation de notre discipline est done une realite 
dont I’objectif est de faciliter le travail des techniciens sur 
les taches repetitives et non ergonomiques, ameliorer la 
fiabilite et la repetabilite du rendu des analyses et ameliorer 
la protection du personnel vis-a-vis des agents infectieux. 
Au cours des 30 dernieres annees, notre discipline a elle- 
meme beaucoup evolue avec la decouverte de nombreuses 
especes bacteriennes, des modifications taxonomiques 
permanentes. L’augmentation du travail quotidien en lien 
avec les attentes des cliniciens et (’accreditation COFRAC 
represented de puissants moteurs vis-a-vis de I’auto- 
matisation qui favorise la standardisation et des gains de 


temps. Cette revolution ineluctable passe par une evolution 
des mentalites et une modification des comportements 
psychosociaux. 

3 Historique et evolution 
technologique 

La modernisation des laboratoires de bacteriologie hos- 
pitaliers a veritablement commence en 1968-1969 avec 
I’arrivee de la miniaturisation des galeries d’identification 
qui ont pris la place des galeries en tubes de type Pas- 
torien. (www.biomerieux.com.cn/upload/ApiGallery. 
pdf) [7]. De nombreuses reticences se sont elevees a cette 
epoque, mais ce progres a rapidement fait son entree 
dans tous les laboratoires de bacteriologie Clinique et a 
ete, des 1 979, adopte par le monde entier (figures 2 et 3). 


Figure 2 - Etape de I'automatisation en bacteriologie depuis 1970: d'apres Martin C et Gamier F 
dans « Bacteriologie Medicale» 2 ed F Denis et al. 
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Figure 3 — ???????????? 





A: Miniaturisation des tests par la Galerie API 

B : Mise en evidence du caractere fermentaire (A) ou oxydatif (B) avec un milieu dit de MEVAG contenant du glucose 
D'apres le site de Microbiologie Medicale: http://www.microbes-edu.org/ 


La deuxieme etape, tout aussi importante, a ete I’introduction 
des premiers automates d’hemocultures dans les annees 70-80. 
A cette epoque, les hemocultures etaient encore observees 
a I’oeil nu et en transparence, flacon par flacon de fagon 
biquotidienne. La quantite de flacons d’hemoculture adres- 
see au laboratoire de bacteriologie est devenue rapidement 
trop importante, la manutention des plateaux difficile et la 
lecture peu performante. L’automatisation a done permis 
de remplacer un travail fastidieux et non ergonomique par 
une machine a detection plus fiable, rapide (1 a 2 jours), 
a lecture continue et qui n’a jamais cesse de s’amelio- 
rer techniquement: sensibilite de la detection et milieux 
de culture de plus en plus performants (Enterobacteries 
detectees en moyenne a 7 h d’incubation, S pneumoniae 
detecte en moyenne a 6 h d’incubation) [8]. En dehors de 
I’hemoculture, les deux applications majeures suivantes 
ont ete I’identification avec Integration de la taxonomie 
bacterienne ainsi que la lecture et interpretation de I’anti- 
biogramme, domaine particulierement prise par I’ecole 
Frangaise. Ces automates ont permis de lancer I’auto- 
mation avec les logiciels d’epidemiologie indispensable 
aujourd’hui au suivi de la resistance bacterienne mondiale. 
L’introduction «tranquille» de cette automatisation a permis 
aux personnels des laboratoires de bacteriologie d’integrer 
lentement la notion d’automatisation tout en conservant 
leur bien le plus cher, I’expertise microbiologique. La suite 
de I’histoire se fait dans le meme esprit avec I’arrivee des 
ensemenceurs, des cytometres urinaires et des colorateurs 
de Gram. [9,10,11]. Ces dernieres annees ont cependant 
surtout ete marquees par I’arrivee des spectrometres de 
masse comme outils d’ identification bacterienne performant 
et rapide [12]. La prochaine etape concerne les «etuves 
intelligentes » (incubation et lecture automatique par camera 


des boites de petri ensemencees) associees au reseau 
informatique qui permettra le lien entre tous les automates 
d’un meme laboratoire. Cette organisation est deja en 
place dans certains pays d’Europe comme les Pays-Bas 
mais represente aujourd’hui un cout extremement eleve a 
I’implantation [11,13]. Se pose alors la question cruciale: 
quel role pour les techniciens et pour les biologistes? 
Quelle formation pour les nouveaux professionnels? 

3 Vers une organisation 
rationnelle 


La standardisation, (’amelioration de la sensibilite de la 
specificite, la reproductibilite, I’exactitude, la fiabilite, la 
tragabilite, les controles de nos analyses et la suppres- 
sion des taches repetitives sont les benefices acquis de 
I’automatisation. [14] Cette derniere permet egalement au 
laboratoire d’assumer une forte augmentation de I’acti- 
vite. L’organisation du laboratoire evolue en fonction de 
ces changements. En milieu hospitalier, il y a toujours eu 
differentes fagons d’envisager le fonctionnement d’un 
laboratoire de bacteriologie. Ainsi par exemple, I’un des 
fonctionnements le plus ancien et le plus classique consiste 
a traiter les analyses par type de prelevement (paillasse 
ECBU, hemoculture...). Cette fagon de fonctionner offre 
I’avantage de la performance productive technique mais 
trouve ses limites dans I’interet du travail moindre pour 
les techniciens (taches repetitives) et la relation clinico 
biologique, car il ne permet pas spontanement de gerer 
un dossier patient complet. L’organisation par secteur 
hospitalier a ete largement plebiscite a partir des annees 
80-90. Elle se revele consommatrice de temps technique 
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Figure 4 - Plan du laboratoire: plateau technique 24/24. 
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(chaque paillasse realise tous les prelevements d’un meme 
patient) mais tres efficace sur le plan du dialogue clinico 
biologique et de I’interet du travail technique. II taut nean- 
moins que les locaux s’y pretent. En effet la geographie 
des lieux est un pre requis a une organisation efficace. Un 
laboratoire constitue de petites pieces aura des difficultes 
a s’organiser en secteur. 

L’automatisation et I’informatique ont modifie notre vision 
des choses. En effet, il est difficile de demultiplier les auto- 
mates dans tous les secteurs d’un laboratoire. II faut done 
s’organiser pour mutualiser ce materiel pour I’ensemble du 
laboratoire. Dans ce cadre la reorganisation se fait d’elle- 
meme. Un secteur s’organise naturellement pour accueillir 
les prelevements et permet I’ensemencement, la cytolo- 
gie urinaire et la coloration de Gram par les automates. 
Une fois cette partie realisee les prelevements peuvent 
etre redistribues dans des laboratoires organises en sec- 
teurs hospitaliers ou par prelevement selon les choix et les 
possibility de chacun. Sur le CHU d’Angers, par exemple, 
le choix a ete de redistribuer les analyses ensemencees 
sur deux secteurs : 1 secteur urgent fonctionnant 24 h/7 J 
(hemocultures, urines, ponctions-prelevements profonds) 
et un secteur non urgent fonctionnant 12 h/6 J (preleve- 
ments superficiels - flores epidemiologie). Entre les deux 
laboratoires un secteur ouvert heberge les automates 
d’antibiogrammes et le spectrometre de masse destine a 
I’identification bacterienne (figure 4). 

L’automatisation et I’informatisation ont egalement permis 
d’accelerer la transmission des informations et quelques 
etudes permettent de mettre en evidence le gain obtenu 


par rapport au delai de rendu du resultat. II est plus diffi- 
cile de mettre en evidence le gain obtenu par rapport au 
patient lui-meme [15,16]. Le passage au fonctionnement 
24 h sur 24/7 jours sur 7 pour lequel certains laboratoires 
optent aujourd’hui associe au serveur informatique permet 
d’ameliorer encore ce delai de rendu longtemps critique 
par les cliniciens et qui peut etre raccourci ainsi de 24h 
voire aller jusqu’a 36 heures. [17,18,19] 

En se projetant dans un avenir proche, on peut visualiser 
ce que serait I’organisation d’un laboratoire totalement 
automatise dans lequel toutes les taches techniques inter- 
mediates sont prises en charge par les appareils et seules 
les missions d’expertise restent a la charge des techniciens 
et des biologistes. Quelles sont les taches qui restent du 
domaine du technicien microbiologiste? L’appareil presente 
a I’ecran les cultures bacteriennes que le technicien devra 
analyser afin de choisir les colonies bacteriennes qui lui 
paraissent utiles a etudier. II doit done rester un expert 
dans cette discipline car a ce jour la machine ne peut 
repondre a la place de I’homme. En collaboration avec le 
technicien, le biologiste doit etre capable d’analyser ces 
cultures bacteriennes pour donner un avis eclaire sur la 
question. La validation pourra se faire en appelant tous les 
examens d’un meme patient a I’ecran (boites de culture, 
antibiogrammes gram...). Cette organisation facilitera le 
dialogue clinico biologique tout en etant techniquement 
tres performant. II donnera au technicien et au biologiste 
un interet majeur en lui permettant de gerer la totalite du 
dossier patient. [20] 
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Une evolution ulterieure pourrait avoir un impact tres impor- 
tant sur le fonctionnement de la microbiologie. II s’agit de la 
bacteriologie delocalisee. Aujourd’hui celle-ci n’existe pas 
officiellement pour notre discipline. Elle se developpe de plus 
en plus dans d’autres disciplines (tests biochimiques, gaz du 
sang. . .). Les cliniciens en sont friands et cela nous rappelle les 
laboratoires de service des annees anterieures a la creation 
des laboratoires centraux. Dans le domaine de I’infectieux, on 
peut citer le « doctor test» et la recherche de streptocoques 
du groupe A dans la gorge, les anticorps antitetaniques 
aux urgences. On peut facilement imaginer la recherche de 
streptocoques du groupe B en maternite, la recherche des 
bacteries multiresistantes dans les services concernes etc. 
Avec I’explosion de la biologie moleculaire dans le domaine 
de I’infectieux, certains appareils de biologie moleculaire de 
maniement tres simple sont deja convoites par les cliniciens 
pour obtenir un resultat d’identification bacterienne directe- 
ment a partir d’un prelevement [21]. Certains laboratoires ont 
deja mis en place des laboratoires d’urgence intitules « point 
of care lab. »(POC-lab) [22,23,24]. Ces tests POC sont deja 
disponibles sur le marche et simples d’emploi. Ils permettent 
par le biais de tests simples de biologie moleculaire d’obtenir 
une identification de bacteries ou encore d’obtenir des infor- 
mations sur certaines resistances bacteriennes directement 
a partir des prelevements Cela ne dispense pas de la bacte- 
riologie classique qui permet contrairement a ces techniques, 
I’isolement de la bacterie et I’obtention d’un antibiogramme. 
Le bacteriologiste reste responsable de cette technique y 
compris dans le cas ou celle-ci serait delocalisee. Dans ce 
dernier cas le biologiste devrait verifier regulierement les 
controles et la bonne marche de I’appareil. Jusqu’a ce jour 
en France, cette tache n’est pas deleguee aux cliniciens... 
Parallelement a cette evolution, les outils informatiques 
doivent egalement progresses Ainsi la bacteriologie sans 
papier doit s’instaurer dans les laboratoires et chaque 
biologiste doit pouvoir beneficier d’une tablette tactile 
comme outil de travail, lui permettant I’acces a distance 
des logiciels du laboratoire (SGL et egalement acces a 
I’imagerie des boTtes de petri, des antibiogrammes et des 
Gram). Dans ces conditions on imagine bien le travail de 
notre futur bacteriologiste qui s’apparentera a un membre 
d’une equipe mobile de bacteriologie, circulant de service 
en service afin de controler les appareils qui sont sous sa 
responsabilite et discuter tablette en main des dossiers 
des patients avec les cliniciens concernes. 

Dans le secteur de la biologie privee qui se regroupe de 
plus en plus pour former de grands laboratoires pour plus 
d’efficacite technique et economique, Integration des 
techniques de bacteriologie automatisee au cceur d’un 
laboratoire central ne doit pas empecher le maintien de la 
speciality de microbiologiste et son expertise aupres des 
cliniciens. La difficulty ici reside plus dans la partie tech- 
nique avec I’emploi de techniciens souvent polyvalents 
sur I’ensemble des automates disponibles du laboratoire 
et presentant de fait un manque d’expertise pour la partie 
specifiquement microbiologique. Van Eldere decrit cette 
organisation de laboratoire dans un CHU de Belgique et 
montre que les microbiologistes representant 5 % de I’acti- 
vite economique ne se retrouvent pas dans ce modele dans 
lequel ils considered qu’ils n’ont aucune reconnaissance 
et que leur influence s’est considerablement reduite. [22] 


La crainte est done reelle de voir disparaitre la specificity 
microbiologique dans un tel contexte. 

EJ Aspects psychosociologique 
et economique de cette evolution 

La bacteriologie a ete longtemps une discipline exclusive- 
ment manuelle et artisanale. Le temps ou nous fabriquions 
nous-meme nos propres milieux n’est pas si loin. Les 
professionnels de cette discipline ont souvent utilise cet 
aspect de la microbiologie pour en tirer une certaine fierte 
et en faire un art, une excellence dans le domaine de la 
biologie, particulierement en France. La technologie et la 
culture de la quality en milieu industriel nous ont rattrapes: 
la performance et I’efficacite economique sont devenues les 
maitres mot de notre society. Les changements que cela 
entraine dans les laboratoires de bacteriologie heurtent les 
professionnels les plus accroches aux valeurs Pastoriennes. 
II est un fait qu’en acceptant I’automatisation, il faut faire le 
deuil de la bacteriologie a la « Sherlock Flolmes» qui nous 
forgait a rechercher le moindre test permettant d’arriver 
a une identification bacterienne delicate. Aujourd’hui le 
spectrometre de masse et la biologie moleculaire nous 
donnent des reponses tres rapides et nous evitent parfois 
des journees d’errance et de reflexions quant au nom a 
donner a une bacterie d’identification difficile. De meme, 
les logiciels d’interpretation des antibiogrammes introduits 
deja depuis des annees nous ont facility la vie mais ont 
fait reculer les connaissances de base de cette analyse 
autrefois uniquement realisee et interpretee par I’homme: 
cela represente la contrepartie de cette facilitation. La for- 
mation des nouveaux biologistes change aujourd’hui pour 
s’eloigner de la technique et se recentrer sur la validation 
des examens automatises. Cette education Pastorienne 
qui consistait rechercher etape apres etape les caracteres 
d’une identification ou d’une resistance bacterienne aux 
antibiotiques doit se transformer. Nos nouveaux biolo- 
gistes s’orienteront vers la prise en charge des automates, 
la gestion des logiciels et le management de la quality. 
La partie manuelle du travail devient une option «degra- 
dee» de notre activity. Ces changements sont particulie- 
rement sensibles chez nos jeunes professionnels et pose 
I’eternel probleme de la confrontation des «anciens et des 
modernes ». Les biologistes comme les techniciens les plus 
anciens ont acquis leur experience sur un apprentissage 
Pastorien. Comme toute evolution, il existe un benefice a 
cette evolution mais il faut savoir faire le deuil de ce que 
Ton laisse derriere soi. Le changement est en marche et 
rien ne saurait I’arreter. II faut done que celui-ci s’opere 
au niveau des equipes et e’est au leader de I’equipe de 
bien faire comprendre les enjeux de ce changement. Le 
dialogue, la motivation, la formation et I’information sont 
autant d’elements primordiaux pour reussir une transfor- 
mation parfois difficile a admettre pour une equipe [25]. 
Ledeboer et Dallas [26] reprennent dans un article recent 
les elements de controverse, pour ou contre I’automati- 
sation. Pour Dallas, ces appareils d’automatisation de la 
bacteriologie sont chers volumineux et ne pourront pas 
etre economiquement rentables, comme peuvent I’etre les 
automates de biochimie. Les bacteriologistes experimentes 
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risquent de se retrouver de moins en moins nombreux et 
de se perdre dans la masse de I’ensemble des examens, 
comme I’a bien decrit van Eldere [27]. 

4.1. Quelle place doit done prendre 
le technicien dans une structure 
microbiologique totalement automatisee? 

Le technicien de bacteriologie vit jusqu’a maintenant 
un apprentissage long et difficile. II faut entre 1 et 2 ans 
d’experience pour qu’un technicien se sente a raise avec 
les techniques de bacteriologie et I’expertise dans le 
domaine du diagnostic et de I’identification bacterienne. 
L’automatisation peut done etre vecue comme une frus- 
tration car on assimile le fonctionnement humain au fonc- 
tionnement d’une machine. D’un autre cote, la machine 
evite a I’homme les taches fastidieuses (ensemencement 
a la chaine, manutention lourde...) De fait le systeme 
devient plus performant, standardise et reproductible, 
trace et rapide. Le role du technicien est done de sans 
aucun doute de controler ces machines et leur bon fonc- 
tionnement. Toutefois, la bacteriologie reste un domaine 
complexe parce qu’il s’adresse au vivant : il fait I’expertise 
de flores bacteriennes diversifies, il fait face a la variete 
et a I’adaptabilite des bacteries en fonction de leur envi- 
ronnement et de fait, cette expertise reste le domaine des 
bacteriologistes experimentes et non celle des machines. 
On ne peut nier le fait qu’une partie de la technique etant 
prise en charge par les machines, le nombre de techni- 
ciens specialises en bacteriologie sera reduit pour faire 
place a des techniciens plus specialises dans le domaine 
de I’ingenierie, I’informatique ou la qualite. 

4.2. Quelle place pour le bacteriologiste? 

La qualification requise pour etre bacteriologiste est longue 
et a ete longtemps basee sur I’apprentissage des techniques 
manuelles utilisees dans un laboratoire de diagnostic. 
Le role du bacteriologiste est un role d’expertise. Lorsque 
ce role d’expertise se fait sur la base d’une activite manuelle 
realisee par le technicien, il semble logique que le biolo- 
giste sache egalement realiser ces actes vis-a-vis de son 
equipe. Doit-on continuer a former des biologistes autour 
de techniques dites «degradees» alors que ces tech- 
niques sont realisees par des machines (ensemencement, 
GRAM, cytologie, identification...). C’est la question que 
se posent nos jeunes professionnels aujourd’hui. Plus que 
jamais le dialogue autour de ces questions doit s’etablir 
entre jeunes internes et biologistes experimentes. Nous 
devons recentrer les objectifs de notre profession face a 
1’evolution importante qui est en marche. 

4.3. Le biologiste doit avant tout savoir 
repondre aux questions suivantes : 

S’agit-il d’une infection? 

• Quel est le role de la (es) bacterie(s) identifiee(s)? 

• Les arguments microbiologiques sont-ils suffisants pour 

envisager un traitement? Quels sont les risques encourus 

sur le plan Clinique et epidemiologique? 

Quels antibiotiques? Quels risques relatifs a la resis- 
tance bacterienne 


Les reponses a ces questions doivent etre rendues dans 
les delais les plus courts. Le role du biologiste dans son 
laboratoire est done d’etre le garant de la fiabilite technique 
du laboratoire, d’avoir une culture qualite et etre conforme 
au COFRAC selon la norme 15189, d’assurer la rapidite 
de rendu des resultats tout en garantissant leur fiabilite 
dans un objectif de benefice au patient. II assure conjoin- 
tement avec le technicien I’expertise des cultures micro- 
biologiques des prelevements des patients. Les outils mis 
a disposition du biologiste doivent lui permettre d’elargir 
son champ d’expertise dans le domaine de la pathologie 
infectieuse et du conseil microbiologique aupres de ses 
collegues cliniciens. 

3 Impact medical 

de cette evolution 

Le bacteriologiste doit etre present dans la sphere Clinique 
pour discuter des resultats des cultures microbiologiques 
et des antibiogrammes. Certaines etudes ont montre que 
les medecins ne prenaient pas suffisamment en conside- 
ration les comptes rendus de bacteriologie. Dans I’etude 
de van Eldere [16], 50 % des cliniciens ne prennent pas 
en compte les resultats de bacteriologie parce que leur 
rendu est trop long. II est done important d’ameliorer la 
rapidite et la reactivite du rendu d’examens fiables et de 
maintenir le contact avec les cliniciens. Le choix du fonc- 
tionnement 24/24 au laboratoire est une option pour la rapi- 
dite. Cependant cette organisation est dangereuse pour le 
laboratoire car elle induit une derive de sur-prescription qui 
doit absolument etre regulee par le microbiologiste grace 
a un contact permanent avec le clinicien. De fait, le choix 
d’avoir un bacteriologiste mobile qui se deplace dans les 
services avec un outil performant (tablette informatique) lui 
permettant d’etre en liaison image avec le laboratoire est 
une option importante pour la prise en compte de I’infor- 
mation et la sensibilisation du clinicien aux resultats et a la 
prescription des examens bacteriologiques. L’informatique, 
outils precieux pour la diffusion de I’information n’a pas aide 
a faire sortir les biologistes de leur laboratoire en mettant 
les resultats a disposition des cliniciens par I’intermediaire 
des serveurs de laboratoire. Nous avons egalement observe 
dans notre CHU que la mise a disposition des serveurs 
de resultats n’avait ameliore que partiellement la rapidite 
de rendu. La consultation des resultats par les cliniciens 
au fur et a mesure de leur mise en ligne n’est pas syste- 
matique. Enfin la delocalisation de certains appareils a 
disposition des cliniciens avec une validation sur palace 
du biologiste est une troisieme option qui commence a 
emerger. Cet aspect des choses necessite une modifi- 
cation de la culture « laboratoire central » et de Taction a 
distance des bacteriologistes. Certains auteurs pensent 
que les microbiologistes cliniques devraient faire un peu 
moins de microbiologie et un peu plus de management de 
pathologie infectieuse. [24, 25]. Dans ces conditions, les 
resultats de microbiologie auraient un impact beaucoup 
plus important sur la prise en charge des patients. 

Conflits d’interets: les auteurs declarent ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article. 
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QCM 

Evaluez-vous ! 


Ceci est un questionnaire a choix multiples. 

Par consequent, il est possible que certaines questions 
puissent benef icier de plusieurs reponses possibles. 
Dans ce cas, il s’agit de les cocher toutes. 


r 


Parmi ces affirmations concernant I’automate 
UF-IOOOi® (SYSMEX), la(les)quelle(s) est (sont) 
vraie(s)? 


□ A. Le principe analytique de cet automate est base sur 

la fluorocytometrie en flux 

□ B. La focalisation hydrodynamique a I’aide du liquide de 

gainage (UF-Sheath) permet une unicite de passage et 
de lecture de chaque particule devant le faisceau laser 


□ C. 

□ D. 


□ E. 



L’intensite de la lumiere diffusee vers I’avant 
(Fsc; Forward Scatter) reflete le diametre de la cellule 
ou particule analysee 

Plus I’index de lumiere laterale (Ssc; Side scatter) 
est faible, plus la structure interne de la cellule 
analysee est complexe 
La lumiere fluorescente emise par les cellules 
urinaires colorees (Fisc) reflete la richesse cellulaire 
en acides nucleiques 


Une leucocyturie aseptique peut etre associee a: 


\ 


□ A Une polykystose renale 

□ B. Une endometriose 

□ C. Une tumeur urotheliale 

□ D. Une nephropathie interstitielle chronique 

□ Une infection urinaire decapitee 


Parmi ces affirmations concernant I’automate 
SediMAX® (MENARINI Diagnostics), 
la(les)quelle(s) est (sont) vraie(s)? 


□ A Son principe analytique repose sur la microscopie urinaire 

couplee a une imagerie numerique 

□ E Son principe analytique est base sur une microscopie 

automatique du culot de centrifugation urinaire 

□ C. Les volumes d’echantillon minimal et analytique sont 

respectivement de 4 ml et de 1 ,2 ml 

□ D. Sa cadence d’activite est de 60 a 80 echantillons urinaires 

traites par heure 

□ E Son seul consommable est la cuvette a usage unique 


Quelles sont les principales applications 
de la biologie moleculaire au laboratoire 
de microbiologie: 


□ A Determination de la resistance aux antibiotiques 

□ B. Detection de bacteries peu ou pas cultivates 

□ C. Risque nosocomial, et transmission interhumaine 


; \ 

□ D. Diagnostic d’infections bacteriennes respira- 

toires basses (hors tuberculose) 

□ E l Diagnostic de meningites a herpes virus 

□ F Aucune de ces affirmations 



□ A L’amplification genique « maison » 

□ B. L’amplification genique commerciale 

□ C. L’amplification genique en temps reel maison 

□ D. L’amplification genique en temps reel 

commerciale 

□ E. Aucune de ces affirmations 



Est-ce que I’automatisation en microbiologie 
est, en 2016 : 


□ A. Bien reelle et efficace 

□ B. Necessite encore des ameliorations 

□ C. La microbiologie reste et restera une discipline 

manuelle 

□ C Aucune de ces affirmations 



L’identif ication par spectrometrie Maldi-Tof est 
basee sur: 


□ A. L’analyse des proteines a activite 

enzymatique fermentative 

□ B. L’analyse des constituents de la paroi bacterienne 

□ C. L’analyse des proteines majoritairement 

ribosomales 

□ D. La separation des proteines en fonction de 

leur charge 

□ E La separation des proteines en fonction de 

leur masse 


La spectrometrie de masse a des difficultes 
pour separer ces especes: 


□ A. Bacillus cereus et B. anthracis 

□ E Corynebacterium diphtheriae 

et C. pseudodiphtheriticum 

□ C Lactococcus lactis et Lactobacillus lactis 

□ C Streptococcus pneumoniae et S. mitis 

□ E Escherichia coli et Shigella dysenteriae 

J 
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les avantages des automates d’identif ication 
biochimique sont: 


□ / Le resultat est obtenu en moins d’une heure 

□ B. Ms peuvent permettre de separer des taxons phyloge- 

netiquement proches 

□ C. Contrairement a la spectrometrie Maldi-Tof, ils sont 

connectables au SIL 


\ 


□ D. Ils peuvent etre couples avec I’antibiogramme 


ED 


Parmi les dispositifs suivants, quels sont les lecteurs^ 
automatiques de I’antibiogramme par diffusion 
actuellement commercialises en France? 


□ A. Prelud 

□ E SirScan 

□ C. Osiris 

□ D. Biomic 

□ Adagio 


Quel est le principe de la determination 

de la CMI dans les systemes (semi)automatises 

cites ci-dessous? 


□ A. Phoenix: CMI lue d’apres la croissance bacterienne 

mesuree par colorimetrie 

□ B. Microplaques Sensititre : CMI lue d’apres la croissance 

bacterienne mesuree par fluorometrie 

□ C Vitek 2 : CMI calculee d’apres un algorithme base sur 

la vitesse de croissance en I’absence et en presence 
d’antibiotique 

□ D. Microscan WalkAway: CMI lue d’apres la croissance 

bacterienne mesuree par turbidimetrie 

□ E Vitek 2: CMI lue d’apres la croissance bacterienne 

mesuree par colorimetrie 




Parmi les propositions suivantes 
quelle est celle qui est fausse. La chafne 
d’automatisation complete d’un laboratoire 
de bacteriologie 


□ A. Elimine la manutention des plateaux de lecture 

de boites de gelose 

□ B. Permet de travailler par dossier complet du patient 

□ C. Fait I’expertise des boites de culture 

□ D. Renforce la securite du personnel 

□ E Accelere le rendu du resultat au clinicien 



□ A. Le developpement d’images de tres haute resolution 

□ B. La disponibilite de milieu de culture chromogenes 

□ C. L’avenement des nanotechnologies 

□ D. La disponibilite de milieu de transport liquides 

pour les frottis 


L’automatisation en bacteriologie permet- 
elle des economies? 


□ A. Non, car les couts de maintenance et d’achat 

sont superieurs aux gains escomptes 

□ E Oui, surtout en raison de gains de reactifs par le 

nombre reduit de milieu ensemence 

□ C. Oui, surtout par un gain de temps technicien(ne) 

et a condition d’accompagner I’automatisation 
par une restructuration des procedures 

□ D. Non, le but est uniquement un gain de qualite 



Dans la liste suivante, quels sont les criteres 
de performances officiellement requis pour 
les methodes automatisees d’antibiogramme ? 


□ A. « Essential Agreement » > 95 % 

□ B, « Categorical Agreement » > 90 % 

□ C. « Very Major Discrepancies » < 3 % 

□ D. « Major Discrepancies » < 5 % 

□ E « Minor Discrepancies » <7 % 


v 


D 


Quel est I’avantage de la telebacteriologie? 


1 

B 


□ A. Sous traiter la lecture des geloses en Chine 

□ B. Une bonne preservation de la viabilite des colonies 

presentes dans I’echantillon grace a un milieu de 
culture specifique 

□ C Travailler dans de bonnes conditions hors des 

odeurs et de I’agitation du laboratoire 

□ D. Superviser le travail et valider les resultats depuis 

son domicile 


r 

V 


Reponses aux questions 

Voir en premiere page de la rubrique 
Entreprise Labo, page 82 
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CLINIQUE 



Un abces cerebral 

du a Cladophialophora bantiana en Guyane 

Adeline Mallard 3 , Adrien Tolle 3 , Jerome Clouzeau 3 , Nathalie Parez 3 , Faustin Kugbe 3 , Patrice Bouree b c , Corinne Paggi- 
Josse 3 , Serge Zedong 3 , Solange Buende 3 , Mamay Gaimard 3 


El Introduction 

Les champignons noirs (ou dematies) sont cosmopolites, y 
compris en France metropolitaine [1] et sont responsables 
des infections appelees phaeohyphomycoses (du grec phaios 
= fonce). Ces champignons ont une pigmentation noire, du 
fait de la melanine contenue dans les membranes de leurs 
cellules. Les champignons dematies sont essentiellement 
des saprophytes retrouves sur le sol et les vegetaux en 
decomposition, surtout en climat chaud et humide [2]. Cla- 
dophialophora bantiana (de Hoog et al, 1 995), de la famille 
des hyphomycetes, isole pour la premiere fois d’un abces 
du cerveau en 1911, est I’espece la plus souvent isolee 
dans les cas de phaeohyphomycoses du systeme nerveux 
central (48 % dans une serie de 101 cas en Inde) [3]. Nous 
rapportons le cas d’une phaeohyphomycose, chez un jeune 
patient, sans antecedent, residant en Guyane. 

3 Observation 

Un gargon de 8ans, vivant dans la region d’Apatou, zone 
rurale de I’ouest de la Guyane, est adresse en pediatrie 
pour un syndrome meninge febrile. II n’a aucun antecedent 
medico-chirurgical, en dehors d’une legere contusion 
cranienne deux mois auparavant, qui n’avait entraine 
aucune exploration particuliere, I’examen neurologique 
etant strictement normal. 

A I’entree, I’hemogramme montre une hyperleucocytose 
a 16000 leucocytes/mm 3 , une CRP a 27,3 mg/I et le LCR 
contient 900 elements/mm 3 . La mise en culture du sang 
et du LCR ne retrouve aucun germe. Les recherches, 
dans le LCR, du virus herpes par PCR et du cryptocoque 
sont negatives, ainsi que les serologies de toxoplas- 
mose et de VIH. Le scanner cerebral met en evidence 


Figure 1 - Scanner montrant une dilatation des ventricules. 



un cedeme temporal gauche avec un rehaussement cir- 
culaire. Devant ce tableau d’infection meningee, I’enfant 
est traite par I’association cefotaxime-vancomycine, 
avec de I’aciclovir et de la dexamethasone. Cinq jours 
apres le debut du traitement, il presente un episode 
d’hypertension intra-cranienne avec des vomissements 
et une cephalee intense. qui est traitee par mannitol 
intra-veineux. Un nouveau scanner montre une aggra- 
vation des lesions, avec une ventriculite diffuse et une 
dilatation de tous les venticules (figure 1), evoquant un 
obstacle au niveau de I’aqueduc de Sylvius. Une IRM 
visualise des lesions nodulaires cerebrales multifocales 
a contenu liquidien, cernees par un cedeme perilesionnel 
evoquant des abces, ainsi qu’une ventriculite diffuse 
et une hydrocephalie. 
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Transfere en neurochirurgie a la Martinique, il subit une 
resection des lesions avec mise en place d’une deriva- 
tion ventriculo-peritoneale. L’analyse du LCR purulent en 
per-operatoire, revele la presence de filaments myceliens 
septes. La recherche de 1-3beta-glucane etant positive, 
un traitement antifongique est institue (amphotericineB 
pendant 1 semaine puis itraconazole et flucytosine pen- 
dant 7semaines). Dix jours plus tard, les cultures du LCR 
et de la biopsie des abces cerebraux mettent en evidence 
un champignon noir identifie comme etant Cladophialo- 
phora bantiana, la confirmation etant effectuee par biologie 
moleculaire.au centre national de reference des mycoses 
(Institut Pasteur de Paris) 
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CYTOLOGIE 


Figure 2 - Biopsie avec des filaments myceliens 
de Cladophialophora bantiana. 



Un scanner corps entier, revele alors la presence de plu- 
sieurs lesions secondaires au niveau du muscle psoas droit, 
ainsi que de multiples lesions pulmonaires et medullaires. 
Devant ces lesions diffuses, leur exerese chirurgicale est 
exclue et I’enfant reste sous antifongiques (amphotericineB 
associee a voriconazole puis posaconazole), en recupe- 
rant un peu de mobilite. Mais dix mois plus tard, I’enfant 
presente une occlusion de la derivation ventriculo-peri- 
toneale, necessitant une ablation chirurgicale des parties 
intra-peritoneale et intra-thoracique du catheter, qui se 
complique d’une meningite a Staphylococcus epidermi- 
dis, traitee pendant un mois par cefotaxime et rifampicine. 
Son etat s’ameliore doucement, mais il refait un episode 
d’obstruction necessitant un retour en neurochirurgie mais 
decede rapidement, tres probablement par complication 
de la derivation ventriculo-peritoneale. Les differentes 


Figure 3 - Culture de Cladophialophora bantiana 
(CHUC, Coimbra, Portugal). 



recherches de beta-glucane sont alors negatives, ainsi 
que la culture mycologique du sang et du LCR II n’y a pas 
eu de verification necropsique 

3 Discussion 

La Guyane est un departement frangais, en majorite rural, 
situe en Amerique du Sud, entre le Suriname et le Bresil, 
avec un climat chaud et humide, habitat ideal pour de 
nombreux agents pathogenes. Cladophialophora bantiana, 
un des champignons responsables de phaeohyphomy- 
cose, atteint I’homme et quelques animaux [4] et est res- 
ponsable d’infections du systeme nerveux, en particulier 
chez les sujets immunodeprimes [5], souvent a la suite 
d’un traumatisme, meme remontant a plusieurs annees [6], 
avec le risque d’une dissemination hematogene [7]. Les 
facteurs de risques sont connus (transplantation [8, 9], 
corticotherapie, diabete [10], toxicomanie, alcoolisme) 

[11], mais aucun ne correspondait a notre patient. Cepen- 
dant, plusieurs cas d’infection avec ce champignon ont 
ete constates chez des sujets immunocompetents, sans 
facteurs connus de risques [12, 13], comme dans une 
serie en Inde chez des travailleurs agricoles, ayant done 
une exposition prolongee a la vegetation, ce qui peut etre 
considere comme un environnement favorable [1 0]. Dans 
le cas de notre patient, le traumatisme cranien anterieur, 
meme minime, a pu etre une porte d’entree, avec une 
dissemination ulterieure. En effet, outre les multiples abces 
cerebraux [13], ce champignon peut aussi provoquer 
une atteinte pulmonaire [14], cutanee [15], intestinale ou 
encore disseminee [16]. 

Chez ce patient, ayant consulte pour un syndrome menin- 
ge febrile, il etait legitime de commencer un traitement 
empirique par des antibiotiques, aucun facteur de risque 
n’ayant permis de s’orienter vers une infection myco- 
logique. Devant des abces cerebraux ou des nodules 
cutanes, ni la clinique ni I’exploration radiologique ne 
permettent d’affirmer une origine mycosique, car seule 
la biopsie avec I’examen anatomo-pathologique qui 
montre des filaments myceliens (figure 2), I’examen 
direct et la mise en culture du pus sur des milieux de 
Sabouraud permettent de mettre le champignon en evi- 
dence [1, 17]. La culture pousse entre 14 °C et 42 °C pour 
donner un aspect noir et duveteux (figure 3). L’examen 
microscopique des cultures montre des filaments sep- 
tes et pigmentes avec de nombreuses microconidies 
ovoides de 2 a 3 microns (figure 4). En outre, ce cham- 
pignon est positif avec I’urease, contrairement aux autres 
Cladophialophora . 

Malgre I’absence de risque nosocomial, il est neanmoins 
preferable d’isoler le patient et d’effectuer les soins avec 
de grandes precautions d’asesptie [18]. A defaut de 
consensus therapeutique [19], le traitement necessite 
I’association de I’evacuation chirurgicale des abces et 
la prise d’antifongiques (amphotericineB, itraconazole, 
voriconazole (malgre I’echec therapeutique deja constate 
[20], ou posaconazole) [21] pendant plusieurs mois [22, 

23], mais revolution des atteintes cerebrales est le plus 
souvent fatale, meme avec un traitement precoce [24]. 
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Figure 4 - Filaments de Cladophialophora bantiana 
(CHUC, CoYmbra, Portugal). 


Cependant, avec les memes protocoles therapeutiques, 
les atteintes cutanees ont un meilleur pronostic [25]. 



El Conclusion 

Ainsi, le diagnostic d’infection a Cladophialophora ban- 
tiana, la plus severe des phaeohyphomycoses est difficile 
a etablir en dehors de I’analyse des liquides biologiques 
concernes et surtout d’une biopsie des lesions. Le pronostic 
est assez sombre malgre une prise en charge medicale et 
chirurgicale. Cette observation illustre la difficulty d’evoquer 
une infection fongique chez un patient immunocompetent, 
sans facteur de risque connu. 

Conflits d’interets: les auteurs declarent ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article. 
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Descriptif 


Un prelevement cutane est regu a votre Laboratoire pour identification d’un parasite (figure 1). La 
demande tmane d’un dermatologue: « lesion de la plante du pied gauche constitute d’une croute 
noire cernte d’un halo blanc apparemment purulent. Detachement de la croute avec une lame n° 1 5, 
decouverte d’une collection de forme conique (comme un essaim d’abeilles), accrochee sous la 
croute, constitute de micro vtsicules blanches qui semblent etre de nature parasitaire». Le patient 
est un homme de 46 ans. 


Fiche a 
conserver 




Questions 


REPONSES AU VERSO 

►►► 

2 Comment confirmer votre hypothese? 

3 Quel est votre diagnostic? 


A quoi correspondent les microvesicules blanches 
observees par le dermatologue? 
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R1 


Ce sont des cBufs. Un 
examen microsco- 
pique au faible gros- 
sissement (figure 3) 
permet de confirmer 
formellement cette 
hypothese : ceufs 
ovoides (300 x 600 p). 


Figure 3. Examen microscopique 
(x 10) des « micro vesicules». 



Vous telephonez au derma- 
tologue pour avoir des preci- 
sions sur le contexte: il vous 
apprend que la lesion est ap- 
parue 2 semaines apres un 
sejour touristique en Ethio- 
pie. Le patient se plaignant 
d’un suintement local. II vous 
adresse une photo de la lesion 
avant prelevement (figure 4). 

Figure 4. Plante du pied gauche 
avant le prelevement. 



R3 


II s’agit d’une tungose parasitose due a Tunga penetrans 
appelee aussi puce chique. Ce petit parasite de 1 mm de 
long (figure 5) est frequent en zone tropicale. On I’observe 
couramment en Amerique du Sud et Amerique centrale, aux 
Caraibes (Haiti, Trinidad) mais pas aux Antilles frangaises, 
en Afrique sub-saharienne, dans I’Ocean Indien (Madagas- 
car, Seychelles), plus rarement en Indes et au Pakistan. Les 
puces sont presentes dans les sols meubles. Le reservoir 
animal est constitue de chiens et chats errants, de pores 
et de rongeurs. La femelle gravide infecte ces animaux 
ou I’homme par voie transcutanee, le plus souvent au 
niveau des membres inferieurs. Apres la penetration du 
parasite la puce se gorge de sang, elle grossit, une tume- 
faction d’un demi-centimetre, souvent prurigineuse, peu 
douloureuse, arrondie se constitue. C’est un nodule clair 
au centre duquel on observe une tache sombre, la lesion 
est dite en «boule de gui », « ceil-de-perdrix». Le centre 
de la lesion, brun, noir, correspond a I’abouchement de la 
partie posterieure de I’abdomen de la puce a I’epiderme 
(figure 6). En moins d’une semaine les ceufs sont matures 
et peuvent etre expulses. Les larves issues des ceufs se 
transformeront en adultes en une quinzaine de jours. 
Tunga penetrans ne transmet aucun virus ou bacterie. Une 
fois la puce extraite a I’aide d’un vaccinostyle ou d’une 
curette (pas de saignement), il ne reste qu’un cratere propre 
qui ne necessite qu’une asepsie locale jusqu’a cicatrisation. 
Une sero-anatoxinotherapie antitetanique systematique 
est conseillee. En cas d’infections multiples I’ivermectine 
peut etre proposee. 



Figure 5. Tunga penetrans femelle (CD rom Anofel 4). 



Figu^^^^sio^utane^ypiqu^^DouT^j^uHcDrarrMnofeM^ 
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Entreprise labo 


Rubrique proposee par Gerard Guez — gerardguez@orange.fr 


DROIT DES CONTRATS 


Ordonnance reformant le droit descontrats 

Apres un an de consultation, le Gouvernement a publie I’ordonnance reecrivant les dispositions 
du Code civil relatives au droit des contrats, au regime general eta la preuve des obligations. 
Les nouvelles mesures s’appliqueront aux contrats conclus a compter du 1 er octobre prochain. 

L’article8 de la loi 2015-177 du 16 fevrier 2015 relative a la modernisation eta la simplification du 
droit a donne un an au Gouvernement pour modifier, par voie d’ordonnance, lelivre III du Code 
civil, afin de « moderniser, de simplifier, d’ameliorer la lisibilite, de renforcer I’accessibilite du droit 
commun des contrats, du regime des obligations etdu droit de la preuve, de garantir la securite 
juridique etl’efficacite de la norme». 

Apres qu’un projet d’ordonnance ait ete rendu public le 25 fevrier 2015etsoumis a consultation, 
I’ordonnance 2016-131 du 10 fevrier 2016 «portant reforme du droit des contrats, du regime 
general etde la preuve des obligations » a finalement ete publiee*. Ce texte renumerote un pan 
entier du Code civil. 


Le droit des obligations est une matiere fondamentale: c’est le 
socle commun des echanges entre patrimoines, par les contrats, 
mais aussi de la reparation des dommages, par le droit de la 
responsabilite. 

Generalement etudie a I’universite durant deux semestres (un 
semestre consacre au droit des contrats, I’autre a la respon- 
sabilite et au regime general des obligations), le cours de droit 
des obligations est fondamental en droit prive, car les contrats 
constituent, avec la loi, I’une des sources principales de droit. 
Les notions abordees sont valables pour toutes les disciplines 
du droit, publiques et privees, sous reserve de particularites. 

En effet, le droit des obligations est une matiere essentielle a la 
comprehension de I’ensemble du droit civil. Les notions fonda- 
mentales peuvent etre regroupees en trois axes: 

• Le premier est celui de la formation du contrat. Pour etre 
valablement forme, le contrat doit respecter des conditions 
de fond (consentement, capacite, cause et objet) et, parfois, 
de forme. Si ces conditions ne sont pas satisfaites, le contrat 
encourt I’annulation. 

• Le deuxieme est celui de I’execution du contrat. Le contrat a 
un effet obligatoire pour les parties et un effet relatif a regard 


Reponses aux questions du QCM 



(pages 74-75) 


1.A, B, C, E 

7. C, E 

13. 

2. C, D, E 

8. A, C, D, E 

14. 

3. B, D, E 

9. C, E 

15. 

4. A, B, C, E 

10. B, E 

16. 

5. A, B, C, D, F 

11. A, C, D 


6. B 

12. B, C 



V J 


des tiers. L’un et I’autre de ces effets subissent neanmoins de 
profondes attenuations. Si le contrat n’est pas correctement 
execute, le creancier peut recourir a differents moyens afin 
d’obtenir la satisfaction de laquelle il a ete prive. 

• Le troisieme est celui I’extinction du contrat. Sans nous 
attarder sur I’annulation ou la resolution, seront ici evoques 
les differents modes d’extinction du contrat. Le contrat peut 
en effet s’eteindre a la suite d’un paiement ou par d’autres 
moyens. 

La securite juridique 

Par ailleurs, le premier objectif poursuivi par I’ordonnance est celui 
de lasecurite juridique. En effet, I’ordonnance rend lestextes du 
Code civil plus accessibles par I’utilisation d’un langage actuel 
et de notions modernes. C’est ainsi par exemple que I’acte 
«sous seing prive » devient I’acte «sous signature privee». 

Par ailleurs, certaines notions relatives a la definition du contrat 
ont disparu, comme la notion de «faire, de ne pas faire et de 
donner». A contrario, certaines definitions font leur apparition 
dans la nouvelle version du Code civil, permettant la codification 
de notions jurisprudentielles, comme par exemple Poffre ou la 
promesse unilateral. 

Enfin, I’ordonnance met fin a certaines hesitations jurispruden- 
tielles et prend position, notamment s’agissant de la date a 
laquelle se forme le contrat. 


Renforcer I’attractivite du droit frangais, 
sur le plan politique, culturel et economique 

Le second objectif poursuivi par I’ordonnance est, selon 
les termes du rapport « de renforcer Tattractivite du droit 
frangais, sur le plan politique, culturel et economique ». Cet 
objectif est fonde sur le constat que le droit frangais n’est 
pas utilise autant qu’il pourrait I’etre. L’abandon de la notion 
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CONTENTIEUX I TEXTES JURIDIQUES I ECHOS PARLEMENTAIRES 




de cause dans le Code civil 201 6 en est 
un exemple parlant. Cette notion Gait 
difficile a apprehender pour I’ensemble 
des professionnels et praticiens Gran- 
gers. En effet, cette notion est absente 
de la plupart des droits Grangers. Sa 
suppression pourra permettre au droit 
frangais de reprendre une place de pre- 
mier choix lorsqu’il s’agira de dGerminer 
par quel droit est regi tel ou tel contrat 
international. Enfin, I’ordonnance pro- 
pose de «consacrer certains mecanismes 
juridiques issus de la pratique , en leur 
conferant un regime juridique precis et 
coherent, tel que la cession de contrat ». 

Les nouveautes 
de cette reforme 

Atitre non exhaustif, voici quelques nou- 
veautes du Code civil version 201 6 concer- 
nant la formation du contrat, son execution 
et son extinction. 

La definition du contrat, toujours a I’ar- 
ticle 1101 du Code civil, prevoit desormais 
que : «Le contrat est un accord de volon- 
tes entre deux ou plusieurs personnes 
destinees a creer, modifier, transmettre 
ou eteindre des obligations ». 

Les notions de «donner, faire ou ne pas 
faire» ont disparu de la dGinition du 
contrat. 

Comme evoque, une autre nouveaute est 
a souligner, ladisparition de la notion 
de cause. En effet, facteur d’insecurite 
juridique selon la doctrine et la pratique, 
la nouvelle redaction de I’article portant 
sur les conditions de validite du contrat 
ne fait plus Gat de la notion de cause. 
Le nouvel article 1128 remplagant I’article 
1108, prevoit: 

«Sontnecessaires a la validite d’un contrat: 
1° Le consentement des parties; 

2° Leur capacite de contracter; 

3° Un contenu licite et certain ». 

Les notions d’offreet d’acceptation, 
autrefois uniquement jurisprudentielles 
ont desormais une sous-section entiere a 
leurs noms. Ces deux notions sont dGi- 
nies, leurs conditions posees et leurs sanc- 
tions enoncees. L’article 1113 enonce: 
«Le contrat est forme par la rencontre 
d’une off re et d’une acceptation par les- 
quelles les parties manifestent leur volonte 
de s’ engager. Cette volonte peut resulter 
d’une declaration ou d’un comportement 
non equivoque de son auteur ». 


Concernant les contrats preparatoires, 
sont consacrees les notions jurispruden- 
tielles de pacte de preference et depro- 
messe unilateral qui font I’objet de deux 
articles dans la nouvelle version du Code 
civil. L’article 1123 definit le pacte de pre- 
ference et expose les sanctions de sa 
violation. L’article 1124, quant a lui, definit 
la promesse unilateral et prevoit la sanc- 
tion de la revocation de cette promesse. 

S’agissant de laduree des contrats, 
I’ordonnance propose une section entiere 
sur ce theme. Rappelons que I’actuelle 
redaction du Code civil ne comporte 
aucune disposition generate sur ce sujet, 
pourtant source d’un important conten- 
tieux.Ainsi, par exemple, I’article 1210 
enterine la prohibition des engagements 
perpGuels. 

Concernant le contenu du contrat, il est 
a noter que le nouvel article 1170 du 
Code civil consacre la celebre jurispru- 
dence «Chronopost» de 1996 relative 
aux clauses limitatives de responsabi- 
lite: celles-ci seront reputees non ecrites si 
elles privent «de sa substance I’ obligation 
essentielle du debiteur». 

S’agissant des effets du contrat entre les 
parties, I’ordonnance en date du 10 fevrier 
2016 introduit la notion d’imprevisiondans 
le Code civil (article 1195), notion tradi- 
tionnellement issue de la jurisprudence 
administrative: 

«Si un changement de circonstances 
imprevisible lors de la conclusion du 
contrat rend I’ execution excessivement 


onereuse pour une partie qui n’avait pas 
accepte d’en assumer le risque, celle- 
ci peut demander une renegociation du 
contrat a son cocontractant. Elle conti- 
nue a executer ses obligations durant la 
renegociation ». 

Par ailleurs, la section IV du chapitre IV 
relatif aux effets du contrat introduit 
le regime juridique de lacession du 
contrat. 

La section V de ce meme chapitre, pro- 
pose, quant a elle, de reunir toutes les 
dispositions concernant I’inexecution du 
contrat en une seule et unique section, 
remediant ainsi aux dispositions eparses 
et incompIGes de I’actuelle redaction du 
Code civil. 

Une autre nouveaute est a noter, elle 
concerne la dGinition de laforce majeure, 
actuellement fixee par la jurisprudence: 
«lly a force majeure en matiere contrac- 
tuelle lorsqu’un evenement echappant 
au controle du debiteur, qui ne pouvait 
etre raisonnablement prevu lors de la 
conclusion du contrat et dont les effets 
ne peuvent etre evites par des mesures 
appropriees, empeche I’ execution de 
son obligation par le debiteur. Si I’empe- 
chement est temporaire, I’ execution de 
I’obligation est suspendue a moins que 
le retard qui en resulterait ne justifie la 
resolution du contrat. Si I’empechement 
est definitif, le contrat est resolu de plein 
droit et les parties sont liberees de leurs 
obligations dans les conditions prevues 
aux articles 1351 et 1351-1 ». 
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Rubrique proposee par Gerard Guez — gerardguez@orange.fr 


De la meme fagon, I’exception d’inexecution, 
aujourd’hui absente du Code civil, mais consacree 
par la jurisprudence, fait son apparition avec le nouvel 
article 1219. Celui-ci definit I’exception d’inexecution 
comme la possibilite qu’a une partie de refuser d’exe- 
cuter son obligation si I’autre n’execute pas la sienne 
et si cette inexecution est suffisamment grave. 

Concernant la resolution du contrat, I’ordonnance intro- 
duit dans le Code civil la resolution unilateral par 
notification du creancier de I’obligation non executee 
(article 1226). 

II convient de noter que le debiteur peut a tout moment 
saisir le juge pour contester la resolution. Dans ce cas, 
le creancier devra prouver «la gravite de l’inexecution». 
Le creancier devra alors justifier la suffisante gravite de 
I’inexecution. 

S’agissant de la responsabilite extracontractuelle, 
un nouveau dispositif est mis en oeuvre, lamise en 
demeure du creancier. Celle-ci permet au debiteur 
de se liberer «en consignant la somme due ou en 
sequestrant la chose devant etre livree». 

S’agissant des modes de preuve, un nouveau principe 
voit le jour avec cette reforme du droit des obligations, 
celui selon lequel une copie fiablea la meme force 
probante que I’original (article 1379): « La copie 
fiable a la meme force probante que I’original. La fiabi- 
lite est laissee a I’ appreciation du juge. Neanmoins est 
reputee fiable la copie executoire ou authentique d’un 
ecrit authentique. Est presumee fiable jusqu’a preuve 
du contraire toute copie resultant d’une reproduction 
a I’identique de la forme et du contenu de i’acte, 
et dont I’integrite est garantie dans le temps par un 
procede conforme a des conditions fixees par decret 
en Conseil d’Etat. Si I’original subsiste, sa presen- 
tation peut toujours etre exigee ». 

Ce nouveau texte achieve de placer sur le meme 
plan I ’ecrit sur support papier et I’ecrit sur sup- 
port electronique, dont le regime juridique, 
et par consequent celui de leurs copies, doit etre 
le meme, afin de prendre en compte les evolutions 
technologiques. 

Voici pour un resume 
succinct de la reforme 

Ces notions, qui peuvent paraitretropjuridiques, etaient 
neanmoins necessaires a la comprehension de I’importance 
de cette reforme. 

Nous nous attacherons desormais aux incidences de 
cette reforme du droit des contrats et du regime general 
des obligations sur la vie des entreprises, et speciale- 
ment des LBM. ■■ 


*Ord. 2016-131 du 10 fevrier2016; JO dull fevrier texte n° 26 


DROIT DES SOCIETES 


Compte de resultat 
des petites entreprises - 
publication 

On rappelle que la loi Macron du 6 aoi 
2015, stipule que les societes repondant 
a la definition des petites entreprises 
(societes ne depassant pas deux des 
trois seuils suivant: 4 millions d’euros 
de total du bilan, 8 millions d’euros 
de chiffre d’affaires net, 50 salaries 
employes en moyenne au cours de 
I’exercice) qui n’appartiennent pas a 
un groupe pourront demander que le 
compte de resultat afferent a toutexercic 
clos a compter du 31 decembre2015qu’ 
deposeront au greffe a compter du 7 a< 
ne soit pas rendu public. 

Le decret precisant les conditions d’application de cette mesure vient 
d’etre publie*. II prevoit que les petites entreprises exergant cette 
faculte devront accompagner les documents comptables deposes au 
greffe d’une declaration de confidentiality de leur compte de resultat 
etablie conformement a un modele defini par un arrete (a paraitre) du 
ministre de la justice. 

La situation des petites entreprises est ainsi alignee sur celle desmicro- 
entreprisesqui choisissent de ne pas rendre publics leurs comptes 
annuels, celles-ci devant aussi accompagner les documents comp- 
tables deposes au greffe d’une declaration de confidentiality de leurs 
comptes conforme au modele annexe a I’article A 123-61-1 du Code 
de commerce. 



* Decret 2016-296 du 11 mars 201 6 art. 16: JO du 13 mars texte n° 29 


REGLEMENTATION PROFESSIONNELLE 


Verification de I’identite 
des patients 

Suite a une demande de precision au sujet des regies d’identi- 
to-vigilance adressee a I’Ordre des pharmaciens par Jean-Louis 
Pons, Vice-President executif du SDB, la section G rappelle, par 
la voix de son President Philippe Piet, que le biologiste medical 
«n’a aucune obligation ni possibilite de verifier I’identite du patient , 
conformement aux dispositions du Code de procedure penale». 

« En revanche , precise-t-il, // a toute latitude pour demander une 
justification de I’identite. En cas de refus du patient , le biologiste 
peut , eventuellement, porter sur le compte rendu d’examens que 
cette justification a ete refusee. » * ■■ 


*Communique SDB 
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TEXTES JURIDIQUES 


Ministers des Affaires sociales et de la Sante (JO du 28/2/2016) 

Arrete du 25 fevrier 2016 relatif a la classification et a la prise 
en charge des prestations d’hospitalisation, des medicaments 
et des produits et prestations pour les activites de soins de 
suite ou de readaptation et les activites de psychiatrie exer- 
cees par les etablissements mentionnes aux d et e de I’article 
L. 162-22-6 du code de la securite sociale et pris pour Impli- 
cation de I’article L. 162-22-1 du meme code 
Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT0000321 1 2881 &dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 3/3/2016) 

Arrete du 22 fevrier 2016 fixant la composition de la Com- 
mission nationale de biologie medicale 
Texte accessible sur: 

do?cidTexte=JORFTEXT000032146300&dateTexte=&categorie 

Lien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 6/3/2016) 

Decret n° 2016-273 du 4 mars 2016 relatif a I’assistance medi- 
cale a la procreation 

Texte accessible sur: https^/www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000032154926&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 12/3/2016) 

Arrete du 4 fevrier 2016 portant creation d’un traitement auto- 
matise de donnees a caractere personnel permettant la ges- 
tion des epreuves classantes nationales informatisees 
Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000032188246&dateTexte=&categorieLien=id 

Arrete du 2 mars 2016 relatif a Integration dans la fonction 
publique hospitaliere de personnels d’etablissements prives a 
caractere sanitaire ou social 

Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000032188257&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 13/3/2016) 

Decret n° 2016-291 du 11 mars 2016 relatif a la commis- 
sion medicale d’etablissement, au reglement interieur et aux 
fonctions de chefs de services et de responsables de depar- 
tements, unites fonctionnelles ou structures internes des eta- 
blissements publics de sante 

Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT0000321 891 48&dateTexte=&categorieLien=id 


LOIS (JO du 15/3/2016) 

LOI n° 2016-297 du 14 mars 2016 relative a la protection de 
I’enfant 

Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do? 
cidTexte=JORFTEXT000032205234&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 18/3/2016) 

Decret n° 2016-314 du 16 mars 2016 relatif au Comite national 
du pacte territoire-sante 


Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte. 
do?cidTexte=JORFTEXT000032243054&dateTexte=&categorie 
Lien=id 

Arrete du 16 mars 2016 relatif au Comite national du pacte 
territoire-sante 

Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte. 
do?cidTexte=JORFTEXT000032243093&dateTexte=&categorie 
Lien=id 


Ministere de I’Agriculture (JO du 18/3/2016) 

Decret n° 2016-317 du 16 mars 2016 relatif a la prescription 
et a la delivrance des medicaments utilises en medecine vete- 
rinaire contenant une ou plusieurs substances antibiotiques 
d’importance critique 

Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte. 
do?cidTexte=JORFTEXT000032251 629&dateTexte=&categorie 
Lien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 25/3/2016) 

Arrete du 22 mars 2016 portant approbation du cahier des 
charges national relatif a (’experimentation d’espaces de reduc- 
tion des risques par usage supervise, autrement appeles «salles 
de consommation a moindre risque » [ou salles de shoot - NDLR] 
Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte. 
do?cidTexte=JORFTEXT000032291 220&dateTexte=&categorie 
Lien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 27/3/2016) 

Arrete du 25 mars 2016 portant designation du centre d’ac- 
cueil et d’accompagnement a la reduction des risques pour 
usagers de drogues Gaia pour la mise en place d’un espace 
de reduction des risques par usage supervise a Paris [idem] 
Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte. 
do?cidTexte=JORFTEXT000032295861&dateTexte=&categorie 
Lien=id 

Arrete du 25mars 2016 portant designation du centre d’accueil 
et d’accompagnement a la reduction des risques pour usa- 
gers de drogues Ithaque pour la mise en place d’un espace de 
reduction des risques par usage supervise a Strasbourg [idem] 
Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte. 
do?cidTexte=JORFTEXT000032295868&dateTexte=&categorie 
Lien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante (JO du 30/3/2016) 


Decision du 23 fevrier 2016 de I’Union nationale des 
caisses d’assurance maladie relative a la liste des actes 
et prestations pris en charge par I’assurance maladie 
[Des actes-cles de biologie] 

Texte accessible sur: hi 

do?cidTexte=JORFTEXT000032304168&dateTexte=&categorie 

Lien=id 


Arrete du 21 mars 2016 relatif a I’organisme charge de la 
reception des declarations des produits chimiques dans le 
cadre des articles L. 4411-4 du code du travail et R. 1342-13 
du code de la sante publique 

Texte accessible sur: https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte. 
do?cidTexte=JORFTEXT000032304045&dateTexte=&categorie 
Lien=id 
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Izheimeret outre-mer? 


Inquietude du senateur Georges Patient: que fait-on pour le 
diagnostic des malades d’Alzheimer en outre-mer, demande-t-il 
au ministere de la Sante. La maladie d’Alzheimer et les mala- 
dies apparentees constituent aujourd’hui un defi majeur de 
sante publique, or le nombre de malades ne cesse de croitre en 
outre-mer avec le vieillissement de la population. II est plus que 
necessaire de diagnostiquer plus precocement, de permettre ainsi 
une meilleure prise en charge des malades. En consequence, 
quelles sont les mesures envisagees par le gouvernement pour 
parvenir a un meilleur diagnostic. 

Reponse du ministere: outre I’extension a d’autres maladies 
(Parkinson, sclerose en plaques), le nouveau Plan maladies 
neurodegeneratives 2014-2019 a pour objectif de poursuivre 
et de consolider les avancees des precedents plans Alzheimer. 
Le premier enjeu du nouveau plan vise a favoriserun diagnos- 
tic de qualite et eviterles situations d’errance [diagnostique]. II 
implique diverses mesures: communiquer vers les patients et 
les families sur Pinteret d’une prise en charge au plus tot de la 
maladie; mettre en place les conditions d’une orientation rapide 
vers le neurologue et d’un suivi post-diagnostic par celui-ci qu’il 
exerce en ville ou a I’hopital, en coordination avec le medecin 
traitant ; permettre un meilleur acces a I’expertise sur le territoire 
avec la creation de 24 centres experts dedies a la sclerose en 
plaques, la consolidation des 25 centres specialises Parkinson, 
en complement des centres de reference Alzheimer existants. 

Ces mesures, a I’instar de I’ensemble du plan, seront declinees 
sur I’ensemble du territoire national, y compris dans les territoires 
d’outre Mer, garantit le ministere... 

J.-M. M. 


Pesticides: salades a risque 


Hubert Falco attire I’attention du ministere de I’Agriculture sur 
les residus de pesticides decouverts dans des salades vendues 
en France. Selon I’association Generations Futures, une salade 
sur 10 contiendrait des produits chimiques interdits en France 
depuis des dizaines d’annees, residus de pesticides prohibes 
- notamment le (tres connu) dichloro-diphenyle-trichlorethane 
(DDT), perturbateur endocrinien tres puissant - qui, meme pre- 


sents en faible quantite, peuvent s’ils sont melanges, avoir des 
consequences graves sur la sante. Est-il prevu de prendre des 
mesures pourfaire respecter le reglement europeen interdisant 
I’usage de ces pesticides et les moyens mis en oeuvre pour lutter 
contre le trafic des pesticides avec certains pays frontaliers. 

Precision du ministere de I’Agriculture : Generations Futures 
a realise des analyses portant sur 30 echantillons de salades 
prelevees sur des points de ventes, dont certaines ont montre la 
presence de residus de produits phytopharmaceutiques interdits 
en France. Cependant, la provenance n’etant pas specifiee pour 
chaque echantillon de salade, il n’est pas possible d’affirmer 
que ces residus proviendraient d’un produit interdit en France. 
Par ailleurs, la detection de traces de substances interdites sur 
un vegetal peut avoir pour origine une contamination anterieure 
des sols par des produits a remanence forte. Ce phenomene 
est bien decrit pour le DDT. 


Les resultats des analyses citees indiquent la presence de subs- 
tances en dessous les limites maximales autorisees. Chaque annee, 
dans le cadre du dispositif de securite sanitaire des aliments, 
le ministere pilote des plans de surveillance et de controle des 
denrees animales et vegetales, pour detecter la contamination 
des productions vegetales. Ces plans sont les outils essentiels de 
la securite sanitaire des aliments et contribuent aussi a valoriser 
I’agroalimentaire frangais a Pexportation. Plus de 6000 controles 
sont realises chaque annee, a I’occasion desquels des preleve- 
ments de vegetaux sont effectues pour rechercher des residus de 
pesticides. Le bilan de ces controles est publie annuellement sur 
le site du ministere. Depuis 2014, le nombre de prelevements de 
vegetaux pour recherche de residus de produits phytosanitaires 
a ete multiplie par deux, soit 1 600 programmes chaque annee, 
dont 235 prelevements de salades. ■■ 



J.-M. M. 


Pression sur [’accredit ation des LBM i| 
des patients inquiets ?|; f > *v > r • 


Le senateur du Gard Jean-Paul Fournier alertait Pan dernier le 
ministere de la Sante quant a la publication du decret n° 201 5-205 
du 23 fevrier 201 5 relatif aux modalites de depot des demandes 
d’accreditation des LBM, prevues en application du I de Par- 
ticle? de Pordonnance 2010-49 du 13 janvier 2010 relative a 
la biologie medicale, decret qui anticipe certaines mesures 
de la loi n° 2013-442 du 30 mai 2013 portant reforme de la 
biologie medicale. 
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En effet, rappelait a I’epoque (mars 2015) le parlementaire, les 
LBM publics et prives ne pourront fonctionner, a partir du 30 avril 
201 5, sans disposer d’une accreditation du COFRAC, portant sur 
50 % des examens de biologie medicale, alors que la loi avait 
prevu un delai allant jusqu’au 31 octobre 201 6. Cette anticipation 
de 1 8 mois risque d’etre difficile a appliquer par nombre de LBM 
independants mais aussi de LBM publics hospitaliers, autant 
pour raison financiere que de delai. Cette decision, ajoutait JP 
Fournier, va fragiliser la profession, laissant presager un rachat 
massif de certains laboratoires prives, dans I’incapacite de faire 
front a ces nouvelles normes. 

Cette reorganisation a venir n’est pas de nature a rassurer les 
patients, qui sont pourtant globalement satisfaits du service rendu 
par ces laboratoires de proximite, partie integrante de la qualite du 
systeme medical frangais. Elle risque egalement d’engendrer le 
depot de bilan de certains etablissements et done le licenciement 
de dizaines, voire de centaines de leurs salaries. Parallelement, 
la mise en place de ce decret a I’hopital aura pour consequence 
directe d’alourdir financierement les actes medicaux et done 
d’aboutir a une restructuration massive de la biologie hospitaliere. 

D’ou question: precision quant a I’application de ce decret, 
notamment dans la preparation d’un decret derogatoire qui 
pourrait concerner la biologie hospitaliere, mais aussi, par souci 
d’egalite, privee, definition des grandes lignes de la politique 
gouvernementale pour la biologie medicale et I’avenir des labo- 
ratoires independants. 

Rappel du ministere (4/2/2016): I’ordonnancedu 13 janvier2010, 
ratifiee par la loi du 30 mai 2013, prevoit qu’a compter du 
31 octobre 2016, les LBM ne pourront plus fonctionner sans 
disposer d’une accreditation portant sur 50 % des examens de 
biologie medicale. Pour organiser I’accreditation de I’ensemble 
des laboratoires, et afin d’etre certain qu’ils puissent beneficier 
d’une procedure d’accreditation dans de bonnes conditions, 
le decret du 23 fevrier 2015 a organise le depot des dossiers de 
demande d’accreditation COFRAC. 

II ne s’agit en aucun cas, par ce decret, de reduire les delais 
d’accreditation obligatoire mais au contraire de permettre aux 
laboratoires de biologie medicale de ne pas se mettre en difficulty 
par rapport a cette exigence. 

II faut rappeler que I’obligation d’accreditation est inscrite dans la 
loi depuis 2010 et ne constitue done en aucun cas une surprise 
pour les professionnels, dit le ministere. Le regroupement des 
laboratoires n’est pas uniquement lie a la necessity de mise en 
oeuvre de I’accreditation, elle vise a promouvoirla creation de 
laboratoires multisites. Les laboratoires publics sont concernes 
au meme titre que les laboratoires prives: I’objectif est d’etre 
suffisamment efficient et polyvalent pour rendre aux patients 
les services attendus en matiere de qualite et d’offre diversifiee 
d’examens de biologie medicale. 

J.-M. M. 


Proliferation du moustiqu e tigre 
le manque d’insectiriir-'BEgll 


A 2 semaines de Noel 201 5, le senateur de I’Aude Roland Cour- 
teau evoquait pour le ministere de I’Ecologie la proliferation 
du moustique tigre dans le sud de la France, rappelant que 
le moustique tigre (Aedes albopictus) est vecteur de maladies 
comme la dengue ou le chikungunya, mais aussi de virus par- 
ticulierement dangereux pour... les chiens et les chats, faisant 
remarquer notamment que I’Entente interdepartementale pour 
la demoustication (EID) du littoral mediterranean est particulie- 
rement preoccupee de cette proliferation, malgre ses actions 
contre les gites larvaires et les moustiques adultes. Les conse- 
quences de cette proliferation sont aussi economiques en rai- 
son des problemes qu’elle pose au tourisme. II 
faut des mesures pour lutter plus efficacement 
contre cette proliferation. 

La lutte antivectorielle vise a eviter une epidemie 
en maitrisant le risque de transmission d’un 
virus par des vecteurs, repond le ministere, 
avec des moyens preventifs et curatifs: veille 
entomologique, comportements preventifs, 
insecticides. 

Probleme, le marche des insecticides anti-mous- 
tiques est tres limite en Europe, I’encadrement 
reglementaire et les couts de developpement 
pour mettre sur le marche un produit biocide 
reduisent sensiblement I’interet de ce domaine 
pour les industriels de la chimie. Consequence 
directe, les produits disponibles sont de plus 
en plus rares. Actuellement seuls peuvent etre utilises ceux 
contenant soit du BTI (Bacillus thuringiensis), efficace contre les 
larves de moustiques, soit de la deltamethrine, efficace contre 
les moustiques adultes. 

En metropole, grace a un usage jusqu’ici adapte des insecticides 
et a une veille rigoureuse, les moustiques, dont le moustique tigre, 
n’ont pas developpe de resistance. Des lors, le recours a ces 
insecticides via les campagnes organisees par les organismes 
publics de demoustication est aujourd’hui I’arme essentielle de 
la lutte antivectorielle et le travail des equipes de demoustica- 
tion doit etre salue. 

Face a la reduction du nombre de substances utilisables pour la 
lutte chimique, le ministere de I’ecologie a demande a I’Agence 
nationale de security sanitaire de I’alimentation, de Penvironne- 
ment et du travail (ANSES) d’identifier les insecticides utilises 
dans d’autres Etats membres et qui pourraient I’etre aussi en 
France, ainsi que les substances les plus prometteuses pour 
developper de nouveaux produits anti-moustiques. Son bilan 
est attendu cette annee. A I’issue des resultats de cette saisine, 
compte tenu de cet enjeu de sante publique, I’objectif est de 
mobiliser les industriels afin de mettre en oeuvre des actions 
concretes en vue du developpement et de la mise sur le mar- 
che de produits alternatifs a ceux actuellement disponibles. 
L’entente interdepartementale pour la demoustication du litto- 
ral mediterraneen (EID Mediterranee) est partie prenante dans 
cette demarche dans le cadre d’un groupe de travail lance par 
le ministere de I’Ecologie avec le ministere de la Sante. 

J.-M. M. 
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Prevention de la m yopie de I’enfant 
il faut jouer dehorsj ^ j 


En mai dernier, Catherine Procaccia, senatrice, interrogeait le 
ministere de la Sante sur la prevention de la myopie, arguant 
que le nombre de myopes a double en Europe ces dernieres 
annees, une augmentation particulierement notable dans les 
populations les plus jeunes. Selon les donnees recentes, les 
facteurs de myopie ne seraient pas exclusivement genetiques 
mais aussi lies a I’exposition a la lumiere du jour. Des experi- 
mentations semblent prouver que le fait de passer moins de 
3 heures par jour hors du domicile augmenterait les risques de 
myopie chez les jeunes. 


Expansion de la maladie a virus Zika 


La Guadeloupe est I’un des pays qui se trouve sous la menace 
de I’expansion mondiale du virus Zika. Felix Desplan, senateur 
de la Guadeloupe, indique tres justement au ministere de la 
Sante que, apres une croissance fulgurante au Bresil, ce virus 
Zika, que I’OMS a qualifie d’urgence de sante publique de 
portee mondiale, a atteint la Guyane et les Antilles. On decon- 
seille aux femmes enceintes ou ayant un projet de grossesse 
de se rendre dans ces departements, la relation entre la recru- 
descence de microcephalies ou d’autres malformations fcetales 
ou neonatales graves et une infection par ce virus chez la mere 
etant suspectee. 

Cette relation n’est pas scientifiquement demontree, indique le 
parlementaire. D’autres agents infectieux ou facteurs sont peut- 
etre aussi en cause, seuls des travaux sophistiques pourraient 
I’etablir. Mais le constat est terrible : 1 50 cas de microcephalies 
recenses au Bresil en 2014, mais plus de 4000 depuis 2015, 
essentiellement dans les provinces touchees par le virus. 

Dans nos departements, ce message a suscite une vive inquietude, 
d’abord chez les femmes enceintes ou souhaitant le devenir. Elies 
doivent etre informees des precautions a prendre et beneficier 
eventuellement d’une aide financiere pour acheter les produits 
necessaires. . . Elies doivent faire I’objet d’une surveillance Clinique 
et biologique renforcee puisque, dans la grande majorite des cas, 
I’infection par le Zika ne provoque aucun symptome marquant. 
Question : mettrez-vous en place des protocoles particuliers, par 
exemple, un suivi echographique soutenu? 


Le gouvernement compte-t-il mener une campagne d’information 
et de sensibilisation sur ce sujet tant aupres des parents que des 
pediatres et dans les ecoles... sans attendre une confirmation 
scientifique, puisque favoriser I’exposition a la lumiere naturelle 
ne peut etre que benefique... 

Reponse du ministere: chez I’enfant, le depistage des troubles 
visuels, responsables de difficultes scolaires et dans la vie 
courante, est important du fait de leur prevalence (20 %). 
La myopie peut etre diagnostiquee lors des examens medicaux 
reguliers au cours de I’enfance, qui ont pour but, entre autres, le 
depistage precoce des anomalies ou deficiences sensorielles, 
notees dans le carnet de sante. La prevention doit intervenir 
avant le depistage. Comme I’a montre une etude parue dans le 
JAMA (1 5/9/201 5), 40 minutes d’activite quotidienne en plein air 
reduiraient de 23 % la survenue de la myopie de I’enfant, d’ou 
recommandation d’inciter I’enfant a j'ouer dehors (sic). 

Laloi de modernisation du systeme de sante prevoit notamment 
un parcours-sante educatif, de I’ecole maternelle au lycee. 
L’ecole est le lieu ideal, preche le ministere, pour faire connaitre 
ces gestes du quotidien et sensibiliser enfants et adolescents 
aux grands enjeux de sante et eviter les conduites a risque, 
quel que soit le lieu de leur scolarisation ou leur etat de sante. 
Quant a I’information du public, les messages contenus dans 
les plaquettes de I’lnstitut national de prevention et d’educa- 
tion a la sante (INPES), dans le cadre du Plan national nutrition 
sante (PNNS) : Recommandations sur /’alimentation et I’activite 
physique pour les enfants et les adolescents, J’aime manger, 
j’aime bouger, preconisent une activite physique reguliere, 
notamment en milieu exterieur. 

J.-M. M. 


Reponse du Ministere de la Sante (3/2/2016): nous sommes 
confrontes au niveau mondial a une epidemie nouvelle a virus 
Zika, qui affecte massivement I’Amerique Latine et a atteint en 
decembre certains territoires frangais. C’est une menace pour 
la Guyane, la Martinique et la Guadeloupe. 
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Entreprise labo 


Cette epidemie appelle des reactions fortes, d’abord en direc- 
tion des populations, I’inquietude qui domine concerne les 
femmes enceintes. Le fait que I’OMS ait annonce le 2 fevrier 
qu’elle declare I’epidemie de Zika urgence de sante publique de 
portee mondiale va favoriser la recherche et permettre notam- 
ment de determiner le lien entre le Zika et des malformations 
congenitales. D’ici la, il faut permettre aux femmes enceintes 
des territoires touches d’etre suivies, accompagnees et bien 
prises en charge. En decembre un protocole de prise en charge 
a ete mis en place, en lien avec les professionnels de sante. La 
recommandation aux femmes enceintes de ne pas se rendre 
dans les territoires ou sevit I’epidemie vaut aussi pour les pays 
etrangers qu’elle touche, une position que partagent les Etats- 
Unis et le Canada. Quant aux autorites du Bresil, elles viennent 
de recommander aux femmes enceintes de ne pas se rendre a 
Rio pour les Jeux Olympiques cet ete. 

II existe bien un danger de sante publique et, sans inquieter 
outre mesure, les services de sante travaillent de fagon sereine 
(sic), afin d’apporter la meilleure protection a nos concitoyennes 
partout sur le territoire. 

NDLR-7ro/s equipes de la reserve sanitaire ont ete envoyees a 
la mi-fevrier dans ces 3 departements d’outre-mer pour agir en 
liaison avec les ARS respectives. 

J.-M. M. 


Lait maternel vendu sur Internet, danger? 


Un peu plus de 2 ans apres sa question au ministere de la Sante, 
la senatrice Patricia Schillinger a obtenu une reponse concernant 
I’affaire du lait maternel vendu sur Internet. Selon une etude 
americaine, disait-elle, 75 % du lait maternel vendu ainsi est 
dangereux, car il contient beaucoup plus de bacteries que le lait 
distribue en lactarium, d’ou danger pour le nourrisson. Toujours 
selon cette etude, plus de 60 % des echantillons obtenus en ligne 
contenaient des staphylocoques et 30 % des streptocoques, 
des bacteries comme Salmonella et E. coli sont egalement 
detectees en proportions plus importantes que la normale. 


Quant aux echantillons en provenance de lactariums, 
25 % d’entre eux contenaient des staphylocoques et 20 % des 
streptocoques. Quel est I’avis du gouvernement sur ce sujet 
de sante publique. 

Reponse du Ministere de la sante: cette question trouve son 
origine dans un article faisant reference a une etude realisee 
aux USA,ou les exigences de securite sont differentes de 
celles qu’impose la France, ou la collecte, la preparation, 
la qualification, le traitement, la conservation, la distribution 
et la delivrance du lait maternel sont strictement encadres 
et seulement assures par des lactariums geres par des eta- 
blissements publics de sante, des collectivites publiques ou 
des organismes sans but lucratif, autorises par I’ARS du lieu 
d’implantation du lactarium. 

Dans ce cadre, I’ANSM donne son avis technique au directeur 
general de I’ARS sur la demande d’autorisation d’un lactarium. 
Des tests bacteriologiques obligatoires sont pratiques avant et 
apres pasteurisation d’un don de lait, alors que seuls des tests 
post-pasteurisation sont imposes en Amerique du Nord. Par 
ailleurs, I’ANSM assure egalement les activites de controle, de 
vigilance et d’inspection et definit les regies de bonnes pra- 
tiques des lactariums. Le reseau et les produits des lactariums 
sont done I’objet de controles actifs par I’ANSM afin de garantir 
securite et qualite. 

Ainsi I’achat de lait maternel sur des sites non references 
expose a des risques pour la sante des nouveau-nes et des 
jeunes enfants susceptibles de recevoir un lait dont la qualite 
et I’innocuite ne peuvent etre garanties. Les autorites sani- 
taires telle I’ANSM mettent en garde contre les risques lies 
a I’echange de lait maternel et a sa vente en ligne. Ms sont 
evoques sur le site de I’ANSM (www.ansm.sante.fr). De 
fagon generale, le ministere de la Sante insiste sur I’impor- 
tance de regies strictes encadrant la vente de produits de 
sante sur Internet. ■■ 

Jean-Marie Manus 
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